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Abreviaturas 
ACM2: Micromonospora sp.ACM2 
AcN: acetonitrilo 
Alm: almidón 
ANA-1: ác. 4-hidroxiquinolín-2-carboxílico 
ANA-2. ác. 3-hidroxi-2-quinolmcarboxílico 
ANA-3 :ác. 4-metoxi-2-quinoiincarboxílico 
ANA-4: ác. 7-metoxi-2- 
benzofuráncarboxílico 
ANA-5: ác. 4,s-dihidroxiquinolín-2- 
carboxílico 
ANA-6: ác. cromón-2carboxílico 
ANA-7: ác. coumarín-3-carboxílico 
ATCC: Amencan Type Culture Collection 
b, :.coeficiente de regresión en (0,0,0,0) 
BrEt: bromuro de etidio 
BSA: albúmina de suero bovino 
C: citosina 
C.conf.: coeficiente de confanza 
CECT: Colección española de cultivos tipo 
CH2CIz: diclorometano 
CONT: control 
CHC4: cloroformo 
DMSO: dimetilsulfóxido 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
E,: efecto de una variable 
Ed: efecto de variable placebo 
EDTA: ácido etilén diamino tetraacético 
EtOAc: acetato de etilo 
EtOH: etanol 
Fos: fostato dipotásico 
g: gramo 
G. guanina 
h: hora 
Hex: hexano 
HPLC: high pressure chromatography 
Kg: kilogramo 
GQs: L-cisteína 
L-Gly: L-glicina 
GTrp: L-triptófano 
L-Tyr: L-tirosina 
1: litro 
Lev: levadura 
Ln: logaritmo nepenano 
M: molar 
mg: miligramo 
ml: mililitro 
MLl: Micromonospora sp. MLl 
mM: milimolar 
nM: nanomolar 
PAT: Potencia antitumoral 
Pep: peptona 
R: coeficiente de correlación múltiple 
R ~ :  coeficiente de regresión 
RNA ácido nbonucleico 
rpm: revoluciones por minuto 
S: coeficiente de sedimentación 
t: valor de Student 
T: timina 
TA: tiocoralina A 
TB: tiocoralina B 
TC: tiocoralina C 
TCa: tiocoralina C acetilada 
TE: tiocoralina E 
TE: tampón tris-EDTA 
TLC: thin layer chromatography 
topolI: topoisomerasa tipo 11 
tRNA ácido ribonucleico de transferencia 
U: unidad de actividad enzimática 
V. voltio 
X,: variables independientes 
pk microlitro 
pg: microgramo 
pm: micrometro 
pM: micromolar 
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Introducción 1 
1.1.- TRATAMIENTO ACTUAL DEL CÁNCER 
La gran dificultad de las terapias existentes hoy en día radica en la necesidad de 
eliminación de todas las células cancerosas y en la especiñcidad de acción de los agentes 
anticancerígenos. La eliminación de todas las células alteradas es fundamental ya que las 
resistentes a tratamientos suñidos se volverán a multiplicar, creándose un tumor 
resistente al tratamiento aplicado. La especificidad de acción se basa en el 
reconocimiento preciso de aquéllas células cancerosas, sin que pueda afectar a las 
normales. 
Los métodos terapéuticos que se están utilizando e investigando, incluyen por sí solos o 
en combinación, la cirugía, radioterapia, terapias de bloqueo endocrino y suministro 
complementario de hormonas, inmunoterapia, terapia génica (supresión de la expresión 
del oncogen ras mutado, reexpresión del gen supresor p53, etc.). Pero, a pesar de los 
efectos secundarios presentados y la relativa poca selectividad de reconocimiento, es la 
quimioterapia la técnica más ampliamente utilizada en la actualidad. 
Los mecanismos de acción de compuestos citotóxicos actualmente en uso, siguen la 
clasificación propuesta por el National Cancer lnstitutel: 
Agentes alquilantes: Unión covalente al DNA. Representados por cis-platino, 
mitomicina C, mostazas nitrogenadas, N-alquil-N-nitrosoureas, etc. 
Agentes antimitótieos: Inhibición de la mitosis al interferir en la correcta funcionalidad 
de los microtúbulos: vincristina y vinblastina provocan la despolimerízación; paclitaxel, 
docetaxel y taxol bloquean las células en anafase. 
Inhibidores de las topoisomerasas 1 y II: Impiden el desenrollamiento y relajación de 
las cadenas de DNA, lo que se traduce en una ínhibición de replicación y transcripción. 
La camptotecina es el inhibidor por excelencia de la topoisomerasa 1. Los inhibidores de 
la topoisomerasa II se han clasiificados (Foye, 1995) como intercalantes y no 
intercalantes. Entre los intercalantes se encuentran: actinomicina D, antraciclinas tipo 
doxorubicina y daunorubicina (de origen microbiano todos ellos); y entre los no- 
intercalantes, cuyo mecanismo de acción es el evitar la unión de las cadenas rotas por la 
topoisomerasa Ií: etopósido VI?-16. 
Antimetabolitos: Interfieren en la formación o utilización de metabolitos celulares. 
Algunos de ellos funcionan como sustratos o cofactores enzimáticos. Entre los 
inhibidores de la síntesis de pirimidinas se encuentran los derivados del 5-fluoruracilo, y 
ara-C y entre los inhibidores de purinas destacan 6-tioguanina, hidroxiurea, etc. Los 
inhibidores de la diidrofolato reductasa son antagonistas clásicos del ácido fólico, como 
aminopterina, o antifolatos lipofilicos (no clásicos) como trimetexato y el piritrexeno. 
' NCI; (NCI: http:ll~.nci.nih.gov./.) Mayo, 1998 
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Pero sin duda, cuando los nuevos agentes citostáticos inhibidores de la invasividad 
(inhibidores de proteasas, de movilidad celular o adhesión celular) como 
carboxiamidotriazol, o los inhibidores de la angiogénesis como la angiostatina, 
trombospondiia, IFN-a, talidomida, etc., (Muñoz, 1997) lleguen con éxito a las últimas 
fases del desarrollo clínico, el NCI deberá ampliar su clasificación. 
1.2.- AGENTES Ah'TITUMORALES PRODUCIDOS POR ACTINOMICETOS 
Los actinomicetos forman el grupo productor más importante de metabolitos de uso 
clínico. Elios producen las dos terceras partes de los antibióticos conocidos (Berdy, 
1974). Son microorganismos procariotas, Gram positivos y formadores de micelio. A 
ellos y a los hongos se debe el descubrimiento de los antibióticos. El estudio de su 
genética molecular ha sido, durante años, la base del conocimiento de diversos procesos 
de regulación génica (Jiménez, 1990). Los grupos de compuestos producidos por ellos 
con actividad antitumoral más destacada, pueden ser resumidos en las siguientes familias: 
Actinomicinas, aisladas de especies de Sfreptomyces en la década de los 40 (Waksman y 
Woodruz 1940), siendo la actinomicina C la más utilizada para cáncer testicular y 
coriocarcinoma (Li ef al., 1960). 
Los derivados del grupo de las antraciclinas, daunorrubicina, producida por 
Sfreptomyces peuceticus (Grein et al., 1963; Di Marco et al., 1964) y su derivado 
menos tóxico, doxombicina o adriamicina (Di Marco el al., 1975), compuesto que 
actualmente el NCI describe como inhibidor de Topoisomerasa 11. 
De S. vorticellas se aislaron las bleomieinas A y B (Umezawa et al., 1966), cuyo posible 
mecanismo de acción (Foye, 1995) se basa en la degradación directa del DNA 
cromosomal, sin causar grandes efectos secundarios. Se está estudiando su aplicación en 
tumores testiculares, así como en combinación con otras drogas para tratamientos de 
sarcoma de Kaposi (Foye, 1995). 
La familia de las mitomicinas, producidas por S.caespifoms (Hafa et al., 1956) y 
especialmente la mitomicina C, descrita por el NCI como agente alquilante, está siendo 
estudiada para reducir su alta toxicidad y poder ser utilizada contra adenocarcinomas 
(Kmal et al., 1983). 
También de varias especies de Sfreptomyces se aislaron los derivados naturales de ácidos 
aureólicos: mitramicinas (Grundy et al., 1953) y cromomieinas que están siendo 
estudiados en Japón, en EEUU combinadas con 5-fluoruracilo + mitomicína A y en 
Rusia como agentes únicos frente a tumores testiculares (Foye, 1995), y cuyo 
mecanismo de acción puede ser debido a la inhibición enzimática de las DNA girasas 
(Sioerl et al., 1993). 
Las estreptozocinas y clorozotocinas, producidas de S.streptozoticus (Herr et al., 
1960) son agentes alquilantes bifuncionales y están incluídas en la lista del NCI (Mayo 
1998). 
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Del grupo de las benzonaflopiranonas, las crisomicinas V y M, aisladas de 
S.albaduncus (Matson et al., 1989) y las gilvocarcinas V y M, producidas por 
S.anandii y S.gilvotanareus (Bartliz et al., 1981) cuyos mecanismos de acción no son 
bien comprendidos aún, aunque podrían ser intercalantes de DNA, inhibiendo las 
Topoisomerasa 1'-dependientes de ruptura de DNA (Matson et al., 1989);. 
El compuesto CC-1065, proveniente de S.zelensis (Hanka et al., 1978) y las 
pirindamicinas A y B, producidas por otras especies de Streptomyces (Ohba et al., 
1988), aunque presentaron buenos resultados en líneas tumorales resistentes a 
adriamicina, han sido descartadas por su elevada toxicidad. 
La netropsina, aislada de S.netropsis (Finlay, et al., 1951) y la distamicina A, 
producida por Sdistillacus (Arcamone et al., 1961) son oligopéptidos, no intercalantes, 
agentes alquilantes del DNA. Presentaron buenos resultados frente a leucemias 
resistentes L1210, aunque fallaron en su aplicación al ser muy tóxicos. La secuencia 
nucleotídica de reconocimiento está bien definida: d(CGCGAATCGCG)2. 
Del grupo de los diynenos (Foye, 1995), potentes antitumorales debido a su mecanismo 
de doble ruptura de las cadenas de DNA, destancan calicheamicinas y dinemicina A, 
producidas por especies de Micromonospora; esperamicinas y veractimicinas por 
especies de Actinomadura y las neocarcinostatinas por especies de Streptomyces. 
Las quinocarcina y quinocarcinol fueron obtenidas a partir de S.melanovinaceous 
(Tomita et al., 1983), y aunque éste último no fue activo, el mecanismo de acción de la 
quinocarcina podría ser debido a la ruptura de DNA por generación de radicales libres 
(Tomita et al., 1984). 
El numeroso gmpo de antibióticos nucleósidos (Foye, 1995), cuyos microorganismos 
productores comprenden especies de Streptomyces, Nocardia, Ampullariella y 
Actinomadura, destacan por su actuación como antimetabolitos, por su similar estructura 
a bases nitrogenadas. Los compuestos más populares son 5-Azacitidina (calificado por 
el NCI como antimetabolito RNAíDNA), Ara-A (anthetabolito DNA), toyocamicina, 
sangivamicina, formicina A, neplanocina A y hasta 20 compuestos más. 
Las benzodiazepinas, agentes alquilantes de DNA (Foye, 1995), formado por una docena 
de compuestos, cuyos productores son especies de Micromonospora y Streptomyces, 
incluyen compuestos como antramicina, sibiromicinas, neotamicinas A y B, etc. Sm 
embargo, no aparecen como destacados candidatos a desarrollo clínico por el NCI. 
El grupo de las saframicinas y safracinas (Ikeda et al., 1983-b), están producidas por 
diferentes microorganismos. Casi todas las saframicinas son producidas por cepas de 
Streptomyces lav&dulae (Arai et al., 1980), excepto las Mx1 Mx2, que se obtuvieron 
de Myxococcus m t h u s  (Trowitzsch-Kienast et al., 1988). Las safracinas provienen de 
la bacteria Gram negativa Pseudomonasfluorescens (Ikeda et al., 1983-a, Meyers et al., 
1983). Las diferentes potencias antitumorales (Kíshi et al., 1984) encontradas dentro de 
las primeras, se deben a cambios del radical del carbono 21, donde las más activas 
poseen grupos ciano o hidroxilo, por lo que podrían ser claramente alquilantes del DNA 
(Ishiguro et al., 1981), además de la unión del grupo hidroquinona a un posible 
d(ATGCAT)2 (Lown et al., 1982; Hill et al., 1991), hecho que parece estar muy 
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relacionado con el mecanismo de unión de la ET-743 al DNA (Pommier et al., 
1996/.Este Último compuesto, ET-743, perteneciente a la familia de compuestos 
denominados ecteinascidinas (Rínehart et al., 1990 Rinehart & Holt, 1992), ha sido 
aislado de la- ascidia Ecteinascidia turbinata. La gran similitud de estas estructuras a 
saframicinas y saframicinas, sugiere un posible origen procarionte de las ecteinascidinas 
(Bernan et al., 1997; Faulkner, 1993; Pawilk, 1993; Shimizu, 1993). Recientemente se 
ha logrado secuenciar los genes implicados en la síntesis de la péptido sintetasa de la 
saframicina (Poqiech et al., 1995, Pospiech et al., 1996), lo que será de ayuda para 
localizar dicha enzima en posibles simbiontes. 
Por Último, el grupo de bis-intercalantes de DNA, antibióticos quinoxaíínicos y derivados 
quinolínicos, incluída la tiocoralina A, compuesto que PharmaMar espera introducir 
próximamente en ensayos clínicos. 
Características generales de los compuestos quinoxalíícos y derivados quinolínicos: 
Están formadas por cadenas de depsipéptidos (octapéptidos o decapéptidos) ciclados, 
con dos grupos cromóforos en sus extremos. 
Están producidos por bacterias Gram positivas pertenecientes al orden 
Actinomycetales. 
Presentan un marcado efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas, 
aunque no son buenos antifiingicos ni inhibidores del crecimiento de Gram negativos. 
Son definidos como antitumorales por su efecto citotóxico sobre líneas celulares 
tumorales, especialmente frente a líneas leucémicas de ratón y de melanoma B16. 
Han sido descritos como bis-intercalantes del DNA debido a la configuración 
presentada en fonna de U, donde los grupos cromóforos de estos compuestos se 
intercalan en la doble cadena del DNA mientras que los aminoácidos se unirían no 
covalentemente a las bases nitrogenadas. 
Fip.11.- Estructura de los conzuuestos auinoxalínicos octapéutidos v derivados: 
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1.3.1.- Microorganismos productores 
Taxonomía 
Las cepas bactenanas productoras de antibióticos quinoxalínicos y derivadoszno forman 
un grupo taxonómico relacionado, ni siquiera en los productores de tiocoraliíiis, ya que 
si bien es cierto que microorganismos de la familia Micromonosporaceae producen 
tiocoralinas y sandramicina, otro organismo pertenciente a la familia Sfreptomycetaceae, 
Sfreptomyces gangtokensis sp. A22179, también produce el compuesto BE-22179, 
idéntico a la tiocoralina C (TC) de Micromonospora F. MLl. El resto de actinomicetos 
productores de este tipo de compuestos abarca muy diferentes géneros, como 
Nocardioides, Sebekia benihana (Linghan et al., 1996), Sfreptomyces- 
Streptoverticillium, y Actinomadura . 
Tabla 11.- Microorganismos productor 
Microorganismo 
Actinomadura luzonensis 
G455-101 
Micromonospora sp. 
~ 3 9 5 0 0  
Micromonospora sp. ACM2 
Micromonospora sp. MLl 
Nocardioides sp. 
(ATCC 39419) 
No identificado 
Compuestos 
Luzopeptinas 
A,B,CyD 
Korkomicinas 
&B,C,D,E,F Y G 
Tiocoralina 
A 
Sandramicina 
Quinoxaueutinas 
MA 7095 (ATCC 55599) 
St~eptomyces album 
Q132-6 
Streptomyces gangtokensis 
sp. A22179 
Streptomyces aureus 
Lingham et al., 1996 1 A ~ B  
Quiualdopeptinas 
Ay B 
BE-22179 
Ouinomicinas 
S.~avochromogenes 
S.albus 
Streptomyces triostinicus 
(ATCC 21043) 
Steptomyces braegensis 
Toda et al., 1990 I 
Triostinas 
A, B,Bo XC 
~ C I T I A ~ ,  6B TrA , 7  I T ~ A ~ ,  b S 3NTrA ,2QTrA 
UK-63.052, UK-63.662 
Corbaz et al., 1957 
Otsuka et al., 1966 
Shirii etal., 1961 1 
Rance et al., 1989 1 
D Sustituciones de los gnrpos cronl6jÓros de tiiostina A por biosl~itesisdiri~da de la cepa ~.tii&tininri. 6CITrA 
(Bis-6-clorohiostina A) : 6BrTrA @S-6-broniofriostina A): 7CiTrA (Bis-7-clorotriostii~a A), 3NTrA (Bis-3- 
aminofnostina A), 2QTrA (Bis-quí1io1i11-biostina A)
ssp. ~aboninrs ~617-29 
La taxonomía empleada para la identificación de las bacterias productoras de 
tiocoraiinas, cepas ML1 y A C m ,  fue realizada por análisis morfológicos, 
quimiotaxonómicos y culturales y se describió en la tesis doctoral de Espliego en 1996, 
en la que también se realizó un estudio filogenético por secuenciación parcial del RNA 
nbosómicol6S. 
¡JK-63,598 
~Con~p~~estos  obtenidos por biosintesis dirigida de la cepa S.eclri~lortis A8331 (Gar~vreari & IYantlp. 1984) 
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Aislamiento 
: Aunque la mayoría de los microorganismos productores fueron aislados 
duectamente de muestras de suelo2, las productoras de tiocoralinas lo fueron de 
organismos marinos (ML1 de un molusco y A C M ~  de un ~o ra l ) .~  
Situación neográfica : Todas las productoras de tiocoralinas se han localizado en el área 
de las costas del Océano Índico, en Mozambique, excepto el productor del BE-22179 
que fue obtenido en muestras de suelo de Japón (Okada et al., 1994). El resto de 
especies productoras de los antibióticos relacionados a las tiocoralinas tienen diversos 
orígenes: Alaska, Angola, Japón, Méjico, Australia, islas Canarias, India, etc. 
1.3.2.- Condiciones d e  fermentación 
Las fuentes de carbono descritas, utilizadas en los medios de fermentación para la 
producción de compuestos quinoxaünicos se basan en dextrosas (luzopeptinas), maltosa 
(quinomicinas y triostinas), lactosa (quinaldopeptinas), mezclas de glucosa/almidón 
(korkomicinas, BM-22179, tiocoralinas) y almidones (quboxapeptinas, UK's, 
quinaldopeptinas). 
Las fuentes nitrogenadas abarcan una gran diversidad, desde fuentes inorgánicas para la 
obtención de equinomicina y triostinas, hasta aceites de linaza (sandramicina), harinas de 
avena (luzopeptinas), soja (UK's), maíz @M-22179, UK's), levaduras (luzopeptinas, 
tiocoralinas), extractos hidrosolubles de hígado (sandramicina y korkomicinas), 
PharmaMedia (korkomicina, sandramicina), etc. 
Ninguna sal ni otros componentes de los medios de fermentación necesarios para el 
crecimiento aparecen descritos como claros estimulantes de la producción. 
La temperatura empleada durante el proceso está en el habitual rango de 27 a 2g°C. 
No se observan especiales requerimientos de oxigenación ni mantenimiento de pH. 
Las adiciones descritas durante el proceso fueron : 
Adición de 0.1 mM de L-valina Dara la estimulación de la ~roducción de korkomicina 
, aunque en éste caso, no aumenta la cantidad de korkomicinas, sino que hay una 
desviación hacia la korkomicina A v un descenso en la ~roducción de las demás. 
Adición de 0.25% de extracto de hígado para la hiperproducción de korkomicinasS 
Excepto el productor de quinoxapeptinas, que fue aislado de la corteza de Belrtliapapyn@ra (Lingham et al 1996) 
Últimamente, personal del 1. Biomar ha aislado dos cepas productoras de equinomicina de origen marino, aisladas 
de un crusiáceo y de un alga (CaAedo 1998, camunicaci6n personal). 
4~xisten 7tipos de korkomicinas, dependiendo de las sustituciones aminoácidas de los grupos tetrahidropirizadimas 
(Lanr el al., 1995) 
5 Tal vez debido a la riqueza en vitamina B12, ya que 6sta prodia funcionar como transpomdor de grupos metilos 
para N'-metil-te~drofolato, el cual podría metilar la homocisteína a la forma Lmetionina, deduciéndose que la 
Lmetionina podría ser precursor del gmpo de korkomicinas.(lonr el al., 1995). 
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Adición de grupos cromóforos análogos a los de equinomicina (ácido quinoxnlín-2- 
carboxilico). Gauvreau y Waring publicaron en 1984 un trabajo basado en la 
capacidad del Steptomvces echinatus A8331 para asimilarlos. Probaron con 32 ácidos 
aromáticos como potenciales sustratos, 16 de ellos no tuvieron claros efectos sobre 
crecimiento y producción, 5 estimularon la síntesis antibiótica, mientras que 11 
resultaron inhibidores. Asimismo, probaron con grupos derivados del ácido quinolín- 
2-carboxílico (el mismo que poseen tiocoralinas, sandramicina, Uk's, luzopeptinas y 
quinaldopeptinas), aislando 2 nuevos compuestos, derivados del ácido quináldico 
(1QN Y 2QN). 
Suplementación con ácidos quinoxaiínicos sustituidos (ácido 6-cloro-quinoxalín-2- 
carboxílico, ácido 7-cloroquinoxalíí-2-carboxílico, ácido 6-bromoquinoxalín-Z- 
carboxílico ; ácido 3-aminoquinoxalín-2-carboxílico y ácido quinolín-2-carboxílico) a 
cultivos de Streptomvces triostinicus (Comish et al., 1983), con lo que consiguieron 
purificar los nuevos derivados de triostinas, que habían incorporado, sin variar, los 
grupos cromóforos adicionados. 
1.3.3.- Estructuras moleculares 
A partir del principal compuesto de esta serie, la equinomicina (Fig. 1.2), y por 
sustituciones en X e Y, se da lugar a las demás quinomícinas. El esqueleto 
depsipeptítico está formado por dos moléculas de D-serina, dos de L-alanina, N-metil- 
cisteína, dimetil-cisteína y dos de L-N-metil-valina. Sus gmpos cromóforos están 
formados por dos unidades de ácido quinoxalínico. Otra característica es la presencia 
de dos puentes tioacetales intramoleculares (2Martin et al., 1975). 
Fig.l.2.- Esfructura del prupo de las auinomicinas 
CH3 F H 3  I 
CO-NH-CH-CO-NIHCO-Y W 
HC 
CH2 f' .CHJ $H2 Y CH-NH-COT+~ \o-* - c o - c i c r ) - c o + ~ - ~ ~ - c <  
CH3 CHO 
X Y 
Equinomícina (Quinomicina A) Metil-valina Metil-valina 
Quhomicina B, Metil-vaiina Diietil-aloisoleucina 
Quinomicina C Dimeüi-aioisoleucina Dimetil-aioisoleucina 
Quinomícina D Metil-valina Metil-aloisoleucina 
Quinomicina B Dimetil-aioisoleucina Metil-aloisoleucina 
Quinomicina E Dimetil-aioisoleucina Dimetil-aloisoleucina 
Los derivados obtenidos por suplementación de grupos cromóforos (Gavreau y Waring, 
1984), son sustituciones de los ácidos quinoxaiínicos por quinolínicos (IQN y 2QN). 
Las triostinas presentan exactamente la misma estructura peptídica, pero con enlace 
disulfuro entre las N-metil-cisteínas (Otsuka et al., 1965) 
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Fip. 1.3.- Estructura del prupo de las triostinas 
FH3 7H3 
CO-NH-CH-CO-N~H-CO-y- 
CH2 S-S 
\o-x 
CH3 CH3 
Los compuestos con derivados en los cromóforos, obtenidos por suplementación en 
cultivo, presentaron exactamente el mismo esqueleto peptídico que la tnostatina A pero 
con los siguientes derivados quinoxalinicos (Cornish et al., 1983) 
CI NH2 
Ácido 6cloro- Ácido 6-amino- 
q~i~~oxalinico quinoxalínico 
Ácido 7-cloro- Ácido quinolínico 
~ U ~ O X ~ ~ N C O  CI OOH 
Ácido 6-bromo- 
quinoxaiúiico 
Las korkomicinas y quinoxapeptinas comparten el mismo esqueleto estructural, 
formado por dos moléculas de D-senna, dos P-hidroxi-N-metil-valina, dos sarcosina, 
dos L-glicina y dos tetrahidroxipuidazina, pero diferenciándose en la sustitución de 
los radicales de éstas últimas (h et al., 1995, Lingham et al., 1996). Por otro lado, 
estas moléculas presentan grupos cromóforos sustituidos del ácido quinoxalínico, 
mientras que no presentan puentes intramoleculares. 
Fig. 1.4.- Esmictura de los grupos de korkoniicinas v quinoxa~e~tinas 
Korkomicína A 
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Korkomicina B 
Korkomicina C 
Korkomicina D 
Korkomicina E 
Korkomicina F 
Korkomicina G 
Quinoxapeptina A 
Quinoxapeptina B 
Las luzopeptinas presentan idéntica estructura peptídica pero con grupo cromóforo 
derivado del ácido quináldico: 
Fia. 1.5.-Estructura del pruuo de las luzouepfinas 
Luzopeptina A 
Luzopeptina B 
Luzopeptina C 
Recientemente se ha conseguido la síntesis química total de la sandramicina (Boger 
et al., 1996; Boger et al., 1993), aislada por Matson y colaboradores en 1989 a partir 
de Nocardiodes m ATCC 39419. El esqueleto peptídico lo forman dos moléculas de 
D-seha, dos N-metil-valina, dos sarcosinas, dos L-glicina y dos moléculas de ácido 
pipecólico. Los grupos cromóforos son ácidos 3-hidroxiquináldicos. Tampoco existe 
puente intramolecular. 
Fip. 1.6.- Esíructura de la sandramicina 
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Grupo de las quinaldopeptinas. Sólo presentan enlaces peptídicos, sin ningún tipo de 
puente intramolecular entre las cadenas. Los grupos cromóforos son 3- 
hidroxiquináldicos. Las unidades de D-serina han sido sustituídas por dos unidades de 
ácido D-entro-a#-diaminobutírico, además de dos sarcosina, dos Lglicina y cuatro 
de ácido pipecólico (Toda et al., 1990). El derivado diacetilado presenta mejor 
solubilidad.6 
Fin. 1.7.- EFhucfura de las auinaldoueutinas 
Grupo de las UK's. Su estructura peptidica es similar a equinomicina, salvo que tiene 
sustituciones en los restos de N-metil-valina, y los grupos cromóforos son ácidos 
quináldico (3-hídroxiquinolín-2-carboxílicos). Como en la equinomicina, presenta dos 
moléculas de senna, dos alanina, dos N-metil-cisteína, dos dimetil-cisteína y enlace 
tioacetal. 
Fip. 1.8.- Estructura de los coniuuestos UK's 
UK- 63,052 
UK-65,662 
UK-63,598 
El gran inwnveniente, general a todos los compuestos quinoxalínicos o quinolinicos en mayor o menor medida es 
su deficiente solubilidad en sistemas acuosos o alcoh6liws (Al/redso~i et al., 1990 ; A[/e&on et al. 1991) 
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Compuesto BE-22179. Descrito como fuerte inhibidor de la actividad topoisomerasa 11 
con IC50 de 0.034 I.IM (Yoshinari el al., 1994). Su estructura es idéntica a la tiocoralina 
4 salvo que presenta sustituidos los S-metilos por dobles enlaces (Okada et al., 1994). 
Presenta dos moléculas de ácido 3-hidroquinolín-2-carboxílico, dos cisteínas, dos 
glicinas, dos N-metil-dihidroalaninas y dos N-metil-cisteínas 7. El enlace presente entre 
las N-metil-cisteínas es un puente disulfuro. 
Fip. 1.9.- Estructura del conruuesto BE-221 79 
O 
HO 
Tiocoralina A: Descrita por Pérez-Baz (Patente PharmaMar en 1994; descrita su 
elucidación en 1997), está formada por dos moléculas de ácido 3-hidroxiquinolín-2- 
carboxílico, dos cisteínas, dos glicinas, dos N-metil-cisteína, dos N-S-dimetil-cisteína 
y enlace disulfuro entre los restos de N-metil-cisteína. 
Fig. 1.10.- Estructura de la tiocoralina A 
7 Aunque Okada lo describe en 1994 como 2x NpDi-MeCys, los datos espectroscópicos encajan mejor a 2xN- 
MeCys. 
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1.3.4.- Actividades biológicas 
Actividad antibacteriana 
En términos generales, todos estos compuestos presentan una marcada actividad 
antibacteriana fiente a bacterias Gram positivas, tanto aeróbias como anaeróbias, pero no 
son inhibidores tan fuertes de crecimiento frente a Gram negativos ni hongos8. 
El análisis comparativo de los índices de concentraciones mínimas inhibidoras (MIC) 
queda reflejado en la Tabla 1.2: 
Tabla 1.2.- Actividad antinticrobiana de contpuestos quinoxalínicos y quinolfnicos(MlC como pgtml) 
oganismos 
Compuestos Micrococcus Bacillus Staphylococ, Escherichia Pseudomonas 
luteus subtilis Aureus col; aeruginosa 
............................................................................. ........................ ,. "..,'.......... "..~'..., >'.... -... "..." ........... ...... , ..... ,.., .... , ..................................... 
Equinomicina 0.0063 <0.001 a 0.012 a 0.031 1.6 a 12.5 >lo0 
0.049 
Quinomicina C nd 0.0156 0.031 50 >lo0 
Bis-qninolin- nd 0.25 0.156 12.5 >lo0 
equinomicina 
Triostina A nd 0.0625 0.625 >lo0 >lo0 
Triostina C nd 0.0156 0.078 >lo0 >lo0 
Bisquinolin-iriostina A nd 2 10 >lo0 >lo0 
Bis-6-cloro-iriostina A nd 0.156 1.25 >lo0 >lo0 
Bis-ó-bromo-iriostina A nd nd 0.156 >lo0 >lo0 
Bis-7-cloro-iriostina A nd >lo0 >lo0 >lo0 >lo0 
Lnzopeptina A 0.2 0.2 a 0.4 0.1 a 0.2 12.5 a >lo0 >lo0 
Luzopeptina B 0.2 1.6 0.8 >lo0 >lo0 
Lnzopeptina D 6.3 6.3 6.3 >lo0 >lo0 /' 
Sandramicina nd 0.024 0.012 12.5 nd 
Quinaldopeptina 0.2 0.4 0.4 3.1 >lo0 
Diacetilquinaldopeptina 0.4 0.8 0.8 3.1 12.5 
Korkomicina A nd nd 0.13 >125 >125 
UK 63,052 nd nd 1.56 >lo0 >lo0 
UK 65,662 nd nd <0.20 1100 >lo0 
UK 63,598 nd nd <0.20 50 >lo0 
BE-22179 nd 0.2 0.2 >lo0 >lo0 
Tiocoralina A 0.03 0.05 0.05 >lo0 >lo0 
nd. @o detemtinado) 
Actividad antitumoral in vivo 
Aunque todos los compuestos representados anteriormente presentan actividad 
citotóxica frente a Iíeas celulares tumorales, solamente la equinomicina ha llegado a ser 
probada como agente quimioterapéutico en fase clínica 1 (Pazdur et al., 1987), aunque 
posteriormente fue retirado por su severa toxicidad (Foster et al., 1986). Por otro lado, 
8 Excepto el dnto publicado por Toda el al., 1990, donde describe la quinaldopeptina como activa frente a 
Cmtococcus neofonnans D49) 
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la complejidad de parámetros empleados en los estudios preclínicos, en lo que a 
formulación, administración, dosificación, toxicidad y eficacia se refieren, hacen que los 
estudios comparativos sean complicados. 
Los tipos de implantes en ratón más utilizados se realizan provocando tumores por 
inoculación de las células de leucemia de ratón P388 y L1210, melanoma B16 y 
carcinoma humano pulmonar de Lewis, de colon y de mama CD8 F,. Los parámetros 
generales de eficacia vienen determinados por el balance TIC x100, donde T es el 
número de ratones tratados y C los controles sin administración de droga, siendo un 
valor de >125% considerado como dosis eficaz. El término MED define la dosis mínima 
eficaz y MTD es la máxima dosis tolerada (toxicidad). La vía de administración suele ser 
intraperitoneal y la dosiñcación puede ser desglosada en tres esquemas: dosis única, días 
alternos o diaria durante siete a nueve días. 
La preclínica realizada con la equinomicina concluyó con buenos resultados de 
efectividad frente al melanoma de ratón B16 (Dosis efectivas: 240 pgKg para una sola 
dosis; 60 pgKg durante 5 días y 30 pgKg x 9 días (TIC 160%, 164% y 161%, 
respectivamente), moderada acción frente a leucemia de ratón P388 y sin efectividad en 
leucemia de ratón ~ 1 2 1 0 ~ ,  ni en implantes de células tumorales humanas. Los índices de 
toxicidad fueron determinados en valores (MTD) cercanos a 300 pgKg por inyección 
única y 150 pgKg durante 5 días consecutivos(Foster et al., 1986). 
Los datos referidos a la luzopeptina A fueron: P388 (Dosís más efectiva: 30 pgKg x9 
días consecutivos (TIC 200%) y MED 10 pgKg), L1210 (Dosis más efectiva: 30 pgKg 
(150%)), carcinoma humano Lewis (30 pgKg y 232%), B16 (30 pgKg y 214%). La 
toxicidad de una sola dosis se estableció en 130 pgKg La luzopeptina B presentó MTD 
en 180 pgKg y la luzopeptina C, las más tóxica, en 800 pgKg. (Ohkuma et al., 1980). 
Los valores de korkomicina A frente a P388 fueron: (TIC 145%) entre 500 y 200 pg 
/Kg/inyección. La toxicidad se presentó a 700 I / K g  Similar valoración se determinó 
para el carcinoma pulmonar humano Madison 109 (Lam et al., 1995). 
La sandramicina, frente a P388 presentó 200 pgKg/inyecciÓn a una sola dosis (TIC 
161%) y toxicidad a 3.2 mgKg/inyección(Matson et al., 1989). 
La quinaldopeptina se ensayó frente a P388, siendo dosis efectiva a 30 pgKg/dosis Única 
(TIC 141%) y una MED localizada en 10 pgKg (TIC 130%) (Toda et al., 1990). 
El compuesto BE-22179 mostró efecto (TIC 130%) a 16 pgKg en una única dosis, 
siendo el valor más óptimo (TIC 294%) a 125 pgKg y presentando toxicidad (TIC 33%) 
cuando se inocula 1 mgKg (Okada et al., 1994). 
Curiosamente, aunque la equinomicha presenta una excelente ICso (concentracidn a la cual se prodice la 
inliibicidn del 50% de la población celular) frente a la linea de leucemia de ratón L1210 in viiro ( IC~O 0.56nM. 
Yosl~inan et al., 1994), no fue evaluada como activa N i  vivo frente al mismo tipo de leucemia (Toster et al., 1986). 
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Actividad inhibidora de la transcriptasa inversa (RT) 
Como consecuencia de la búsqueda de posibles inhibidores de la transcriptasa inversa de 
HIV (HiV-RT) que Bristol Mayers realizó (Znouye et al., 1987), donde no sólo se 
seleccionaron aquellos compuestos inhibidores de la enzima del virus de la mieloblastosis 
de ave (AMV-RT), sino que no deberían, además, mostrar elevado efecto citotóxico 
frente a las líneas huésped (linfosarcoma de ratón L5178Y), fueron descartadas la 
equinomicina (IC50 0.0031rgíml), la triostina A (por los bajos índices de inhibición de la 
transcriptasa inversa (RT) y las luzopeptinas A (IC50 0.003)rg/ml) y B (IC50 0 .016~  
gíml). Sin embargo, la luzopeptina C fue seleccionada, (junto a sakyomicina y 
adriamicina) como potencial candidato a ser probado frente a HIV-RT por su total 
inhibición de la replicación y su baja citotoxicidad (IC50 0.8pgíml). Los valores de 
inhibición de HIV-RT en células M - 4  mostraron para luzopeptina C una clara inhibición 
a alta concentración de la droga (2.5 a 5 ~gíml), sin afectar a la viabilidad celular, en 
contraste con sakymicina y adriamicina que fueron más citotóxicas. 
Dos años después, la compañía SmithKline (Take et al., 1989), realizó una amplia 
comparación entre inhibidores especifícos de AMV-RT, HIV-RT y sus efectos frente a 
DNA polimerasas a y p. De sus datos se desprende que las luzopeptinas inhibieron los 
cuatro sistemas enzimáticos con los siguientes valores: luzopeptina A mostró un 68% de 
inhibición a 10pg/ml y 85% a 50 pgíml, luzopeptina B 95% y 100% y luzopeptina C 
100% en ambas concentraciones sobre HN-RT". Frente a AMV-RT, la luzopeptina A 
inhibió en un 89% a 10 pg/ml y 100% a 40 pgíml, luzopeptina B 97% y 96% y 
luzopeptina C 100% en ambas concentraciones. El efecto sobre DNA polimerasas" fue 
claro: inhibiciones entre 98% y 100% a 10 g/ml y 50 pgíml en todos los casos, lo que 
demostró un efecto no específico. 
Sin embargo, tanto equinomicina, como triostina A no mostraron efecto ínhibidor frente 
a AMV-RT, por lo que junto a otros antibióticos peptídicos, no fueron ensayados en 
otros sistemas enzimáticos. 
Lingham y sus colaboradores (1996) describieron a las quinoxapeptinas A, B y a la 
luzopeptina A como fuertes inhibidores de la transcriptasa inversa de HiV-1 y HIV-2, 
con unos valores de IC50 de 4 nM, 10 nM y 7 nM respectivamente, frente a HíV-1 RT, 
y de 40 nM, 100 nM y 68 nM frente a HN-2 RT. Determinaron que ese mecanismo de 
actuación se debía a inhibición no-competitiva (Ki de 18 y 22 nM de quinoxapeptina A 
frente a HiV-1 RT y HIV-2 RT respectivamente) y que presumiblemente, la droga se 
intercala con el complejo template/prmers'2 no dejando actuar a las enzimas (mecanismo 
similar a compuestos tipo acridina (Cellai et al., 1994)) 
10 Los tenplate/priniers de HIV-RT y AMV-RT fueron Poly(rA)/olígo(dT) 
11 Los template/prniers de DNA polimerasas a fueron Poly(dA)/oiigo(dT) y para la p se usaron dos: 
Po1 (dA)/oligo(dT) y Poly(rApligo(dT). 
12 +arios cientiscos de Merc Sharp and Dohme Researcli (Oogose et al 1987 y Goldnian et al., 1990) 
estudiaron la interacción competitiva de quinonas en el teniplate/prinier de la enzima, asumiendo que la 
reducción de los grupos quinó~cos afecta a la especificidad. 
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Las ICst, de la quinoxapeptina A frente a tres cepas virales mutantes en la región RT 
(mutantes simples Y181C y K103N y doble mutante Y181CIK103N) fueron 12 nM, 8 
nM y 6 nM frente a esas tres variantes enzimáticas, lo que indica que el mecanismo de 
inhibición es diferente a los inhibidores no nucleósidos. 
La especificidad fue comparada con la inhibición de varias DNA poli-isomerasas de 
mamífero (a,p, x y 6), donde las IC50 fueron muy altas (de 500 a 2500nM) en la 
quinoxapeptinas, lo que demostró la gran especificidad de éstas frente a las HIV-RT. 
El efecto de clara reversibilidad fue demostrado por la recuperación de la actividad tras 
diálisis de la mezcla de incubación por filtración en gel (Sephadex G-25). 
1.3.5.- Mecanismos de acción 
La gran característica a nivel molecular de la actuación de los antibíóticos quinoxalínicos 
y quináldicos es su efecto de bis-intercalación entre la doble hélice de DNA. La posible 
unión equinomicina-doble cadena de DNA ya se estudió por Ward y colaboradores 
(1965), cuando observó cambios en el espectro de absorcíón al añadir DNA a una 
solución del compuesto, sin que se observaran cambios significativos si se añadía DNA 
de cadena simple o DNA desnaturalizado. Waring y Wakelin (1974) comprobaron que 
no existió ningún cambio de absorción con polimbonucleótidos. Waríng y Makoff 
(1974), investigaron la inhibición de la síntesis de RNA en sistemas vivos (cultivo de 
Bacillus megaterium) provocada por equinomicina y triostinas, donde superaban a la 
detectada por la actinomicina D. 
El efecto de intercalación fue intuido por Hale y sus colaboradores en 1972 sobre el 
plásmido PM2 DNA, donde, a baja fuerza iónica (I=O.01 o 0.036), se producía un ángulo 
de desenrollamiento dos veces mayor (desenroíiamiento y elongación) que cuando se 
añadía bromuro de etidio. Sin embargo, los cambios en la viscosidad de fragmentos de 
DNA sonicados fue casi el doble de lo esperado de un simple proceso de 
monointercalación. 
El patrón de unión de equinomicina a polinucleótidos fue estudiado por Wakeling y 
Waliig en 1976, al deducir que éste compuesto presentaba alta afinidad por polímeros 
ricos en G y c'~.  La constante de unión decreció en el siguiente orden: poly(dG)- 
poly(dC) > poly(dG-dC) > poly(dA-dT). Apenás existió unión a poly(dA)-poly(dT) ni a 
poly(d1)-poly(dC). Van Dyke y Dervan (1984) realizaron el DNA-fooprinting, donde 
concluyeron que la equinomicina requería un sitio de unión de cuatro pares de bases. Los 
mejores sitios de unión presentaban el par de bases central 5'-CG-3'. 
Por otra parte, se demostró (Huang et al., 1983) que la equinomicina no podía producir 
uniones tipo 11 entre dos moléculas de DNA. 
Para conocer que parte de la molécula interaccionaba con el DNA, Wakeling y Waring 
(1976), comprobaron la nula interacción de los residuos cromóforos solos (ácido 
quinoxaünicos) sobre el plásmido circular-cerrado PM2 DNA. En 1978, el equipo de 
l3 La unión de equinomicina y triostina A a DNA de Micrococcus lysodeikticus (72% G+C) fue 10 
veces mayor que frente a DNA de Clostridiuni perfingens (30% G+C) 
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Constantino y col. analizaron los espectros cristalinos de complejos DNA-equinomicina, 
comprobándose que los grupos cromóforos presentaban cierta rotación respecto a la 
estructura peptídica. Se clarificaron los mecanismos de unión, tanto de equinomicina 
como de triostina A por el análisis de cristales, se dedujo que además de intercalación, 
existen puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der Waals entre el esqueleto peptídico y 
las bases nitrogenadas (Wang et al., 1984). La distribución de las señales de intensidad 
de difracción fue la misma en triostina A-DNA que equinomicina-DNA, lo que indicaba 
que a pesar de que los cristales formados por equinomicina-DNA eran más amorfos, el 
mecanismo de unión era el mismo en los dos compuestos. 
La especiiícidad de reconocimiento de los grupos cromóforos y los aminoácidos sobre 
ácidos nucleicos ha sido investigada por tres técnicas: estudios de espectro de 
absorbancias y fluorescencia DNA-compuestos (Waring, 1979, Comish et al., 198314), 
análisis huella genética (Goodisman y Dabrowiak, 1985, 1991; Boger et al., 1996), y 
estudios de RMN (Leroy et al., 1992, Gilbert y Feigon, 1992'> Chen y Patel, 1995). 
Todavía no está perfectamente aclarada dicha especificidad (Wming, 1993) debido a 
multitud de factores, fundamentalmente por la heterogeneidad de la conformación 
espacial16. Para determinar las preferencias de reconocimiento hay que tener en cuenta 
multitud de parámetros, como la fuerza iónica del medio, propiedades termodinámicas 
del complejo DNA-droga, el grado de enrollamiento del DNA, la naturaleza química de 
los grupos intercalantes, la funcionalidad de radicales, etc. Un claro ejemplo de todo ello 
(Lee y Waring, 1978) fueron que las preferencias del TANDEM" ya no eran hacia 
poly(dG-dC) como en triostina A, sino que eran de poly(dA-dT), lo que derivaba en la 
importancia de las fuerzas de cohesión intramolecular: puentes de hídrógeno entre restos 
-NH de valinas y CO de alaninas, desplazarían las antiguas uniones (triostina A) 
provocadas por puentes de hidrógeno de guaninas, y ahora mostraban preferencias por 
bases A.T (Waring, 1987; Waring, 1990). Las preferencias encontradas con dos 
quinolín-derivados: sandramicina y luzopeptina A (Boger et al., 1996) fueron hacia 5'- 
CAT, y por estudios de unión al oligo 5'-d(GCATGC)2 determinaron que la distancia 
intercromóforos era de 10.1 teniendo, en condiciones de saturación, una proporción 
de 15.7 drogdpar de bases, frente a 1:4.5 de la luzopeptina A. 
El equipo de trabajo de Quigley publicó en 1986 la cocristalización completa de triostina 
A con d(GCGTACGC), donde cuatro pares de bases son tipo Watson-Crick y los otros 
cuatro tipo Hoogsteen (incluidos dos A. T y dos G.C). Por su parte, Mendel y Dervan 
(1987) describieron la unión selectiva de los grupos cromóforos quinoxalínicos entre Al 
y Cz de d(ACGT)2 y entre TI y & de d(TCGA)z, afirmando que los pares de bases GC 
en ambos complejos y los pares TI-& de ~(TCGA)Z presentan enfrentamientos tipo 
Watson-Cnck, mientras que T4-Al eran pareamientos tipo Hoogsteen. La unión de todos 
los compuestos se realiza en el surco pequeño (minor groove) del DNA. Recientemente, 
l4 Es sorprendente el hecho de que bis-quinolín-triostin A no sea fluorescente, mieniras que si lo es bis- 
quinolín-equínomicna. 
15 Se definieron interacciones de dos moléculas de quínomicinas con el d b e r o  [d(ACGTATACGUz 
16 Dependiendo de la fuerza iónica y la naturaleza del solvente, existen cambios conformacionales, lo 
que se traduce por multiiud de interpretaciones en los ángulos de roiación de los grupos cromóforos, que 
alteran la naturaleza de la unión con el DNA (Waring et al 1990, Waring et al., 1991). 
l7 Depsipéptido sintético que difiere de iriostina A en la falta de grupos metilos de N-metil-cisteina y L- 
N-meüi-valiia, formándose cisteína y valina. 
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(Park y Choi, 1995) se ha demostrado por estudios de RMN en la unión equínomicina- 
d(ACGTTAACGT)2 que los pares de bases terminales A.T eran tipo Hoogsteen, 
mientras que los cuatro centrales AT eran tipo Watson-Crick. Sin embargo, las uniones 
al DNA d(ACACGTGT) del compuesto quinolííco UK-63,052, sólo se realiza a través 
de sistemas de apareamiento tipo Watson-Crick (Chen y Patel, 1995) 
1.4.- TIOCORALINA A 
La tiocoraiiia A es un compuesto aislado de Micromonospora sp. ACM2 por personal 
de PharmaMar, patentado en 1994 y cuya estructura quedó reflejada en la Figura 1.10. 
Dicho compuesto presenta una serie de características que lo hacen, a priori, un buen 
candidato a su desarrollo en ensayos clínicos como agente antitumoral. 
Al ser un producto microbiano, las posibilidades de incremento y control de producción, 
obtención de derivados que reúnan mejores características de toxicidad, solubilidad o 
estabilidad, entran dentro de proyectos a medio plazo. La ventajosa rentabilidad de 
obtención, en comparación con productos análogos de síntesis química, o procedentes de 
organismos superiores es indiscutible. 
La efectividad de su acción está siendo investigada en estos momentos. Los datos 
aportados por Faircloth (comunicación personal, Marzo 1998) referente a estudios 
preclinicos de tiocoralina A, especifican una MTD entre 400 y 200 pg/Kg, siendo 
fundamental la elección del vehículo apropiado, debido a la escasa solubilidad que 
presentan estos compuestos. La fuerte selectividad inicial detectada frente a melanoma 
de ratón B16 y carcinoma humano MX-1 mamaxio hacen de dicho producto un 
prometedor candidato a ensayos clínicos. Además, los datos que están siendo aportados 
por Garcia-Grávalos (comunicación personal, mayo 1998) sobre los ensayos 
clonogénicos a partir de cultivos procedentes de biopsias humanas, describen unas tasas 
de inhibición de los cultivos tumorales que superan el 50% a dosis inferiores a 0.01 p.M, 
sobre tumores refractarios tipo carcinoma de páncreas y ovario. 
El estudio de su mecanismo de acción está siendo llevado a cabo en el Instituto Mario 
Negri de Milán. Se ha observado, por estudios de citometría de flujo, un bloqueo en la 
fase G1 y un descenso en la velocidad del evolución de la fase S hacia G2M en el ciclo 
celular de células LoVo, aunque su efecto es reversible (citostático) después del lavado 
(Bergamaschi et al., 1996). Los últimos informes, no publicados, la califican como buen 
agente frente a poblaciones celulares resistentes a doxombicina, tal vez por ser buen 
substrato de Pgp. El mecanismo de acción no está claro, parece que inhibe 
principalmente la síntesis de RNA (Garcia de Quesada, comunicación personal), hecho 
común a los componentes quinoxalínicos. 
Con estas premisas, se ha desarrollado esta tesis para avanzar en el conocimiento de la 
productividad de dos cepas emparentadas, productoras de tiocoralinas y su comparación 
con cepas productoras de triostinas y sandramicina; elucidación estructural y medida de 
actividad de tres compuestos muy similares a tiocoralina A. Por Último, se abordará la 
experimentación de unión a DNA para comprobar los efectos de la posible bis.- 
intercalación. 
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Los principales objetivos de esta tesis pueden resumirse en los siguientes puntos: 
1. Detección de posibles características taxonómicas comunes, especialmente en cuanto 
a resistencia a antibióticos, de cuatro cepas productoras de compuestos de la familia 
de equinomicinas. 
2. Estudio de los efectos sobre crecimiento y producción de tiocoralinas, sandramicinas 
y triostinas de cada una de las variables seleccionadas (nutrientes), empleando la 
técnica de Plackett y Burman. 
3. A partir de datos obtenidos en el punto anterior, se pretendió diseñar el medio 
optimizado empleando dos técnicas de respuestas de superñcies sobre las dos cepas 
microbíanas productoras de tiocoralinas. Por medio de métodos matemáticos 
complejos para el estudio de la interrelaccíón entre las variables. 
4. Valoración del efecto sobre productividad de tiocoralinas por la suplementación con 
aminoácidos y grupos cromóforos análogos al ácido 3-hídroxiquinolín-2-carboxílico 
(integrante de la estructura del compuesto) con ambas cepas productoras. 
5. Aislamiento y elucidación estructural de nuevas tiocoralinas (sólo era conocida la 
tiocoralina A (TA)), ya que se sospechó la existencia de otros compuestos 
relaccionados por su absorbancia a m 6 0  unido a actividad antimicrobiana y 
antitumoral. 
6 .  Detección de la posible relación estructura/actividad de las nuevas tiocoralinas: TB, 
TC y TE a la vez que se conoció el espectro antimicrobiano y antitumoral de todas 
ellas. 
7. Comprobación del posible efecto de bis-intercalación en el DNA de las tiocoralinas, 
descrito ampliamente como característica de los compuestos quínoxalínicos y 
derivados, por alteraciones de la movilidad electroforética del plásmido pBR322. 
8. Estudios sobre la posible inhibición de la topoisomerasa 11 de la tiocoralina A y 
echinomicina 
9. Detección de las principales diferencias de mecanismo de acción entre equinomicina y 
tiocoralina A 
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3.1.- MICROORGANISMOS 
3.1.1.- Cepas aisladas por Pharma Mar, S.A. productoras de tiocoralinas 
ML1 (L-25-M.1-005): Es un Actinomiceto perteneciente a la familia 
Micromonosporaceae (Micromonospora sp. MLl). Fue aislado por personal de 
Pharma Mar a partir de un molusco sin determinación taxonómica precisa, en aguas 
del Océano Índico, cerca de la costa de Mozambique en Agosto 1992. 
ACM2 &-13-ACM2-092): Es un Actinomiceto perteneciente a la familia 
Micromonosporaceae (2Micromonospora marina ACM2). Depositada como CECT 
3326. Los criterios taxonómicos han quedado perfectamente definidos en la patente 
de Pharma Mar USSN 0812241628 de 1994. Esta cepa fue aislada por personal de 
Pharma Mar a partir de un antozoo sin determinación taxonómica concreta, 
encontrado en aguas del Océano indico, cerca de las costas de Mozambique en 
Noviembre 1989. 
3.1.2.- Microorganismos de colección utilizados 
Actinomicetos vroductores de compuestos auinoxalínicos y auinolínicos utilizados vara 
estudios comvarativos de taxonomía v meiora de medios 
Nocardioides sp. (ATCC 39419): Actinomiceto perteneciente al género 
Nocardioides, Es el productor de sandramicina (Matson et al., 1989) 
Streptomyces triostinicus (ATCC 21043): Junto con Streptomyces aureus (sho~i, 
1961), son los productores de triostinas (Kuroya et al., 1961). 
Bacterias utilizadas vara la realización de ensavos antimicrobianos 
Bacillus subtilis (ATCC 6633): Bacilo esporulado Gram positivo 
Escherichia coli (ATCC 10536): Enterobacteria Gram negativo 
Micrococcus luteus (ATCC 9341): Gram positivo 
StaphyIococnts aureus ssp. aureus (ATCC 6538-P): Gram positivo 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027): Gram negativo 
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3.2.- LINEAS CELULARES TUMORALES 
P388 (ATCC CCL 46). L'íea original islada de un neoplasma linfoide inducido en ratón 
DBAl2. Utlizada en este trabajo en la determinación de ICSo 
A549 (ATCC CCL 185): Línea celular inducida por implantación en ratón de un cultivo 
de tejido de adenocarcinoma de pulmón humano 
HT29 (ATCC HTB 38): Línea celular aislada mediante explantación de tejido de un 
adenocarcinoma de colon humano en grado 11 
SK-MEL28 (ATCC HTB 72): Línea derivada de melanoma humano 
3.3.- REACTIVOS, MATERIAS PRIMAS, SUSTRATOS Y ENZIMAS 
Los reactivos empleados en la realización del presente trabajo, excepto los reactivos de 
extracción y los componentes de medios de cultívo, fueron de calídad analítica si no se 
especifica lo contrario. 
Nutrientes: glucosa, peptona, triptona, extracto de malta, etc., fueron suministrados 
por Dico; el almidón soluble fue suministrado por Merck; la levadura cervecera CIS 
fue suministrado por Julia Parera. 
Medios deshidratados: Nutrient Broth Agar, Brain Heart Infusion, McMüller-Hilton, 
etc., fueron de Dico. 
Ag-: fue adquirido a Difco. 
Los aminoácidos y ampos cromóforos análogos fueron suministrados por Aldrich. 
Las marinas se adquirieron a Instant OceanB. 
Los paneles de antibiogramas, consumo de fuentes de carbono y reacciones 
bioquimicas fueron provienen de Difco y fueron donados por el Instituto de 
Inmunología y Alergia. 
Las tiras de consumo de azúcares fueron adquiridas a Microkit Ibérica. 
El ama destilada fue obtenida por ósmosis inversa con un equipo Milli-Q (Millipore) 
Los disolventes empleados en extracción (acetato de etilo y hexano) fueron de calidad 
para síntesis, mientras que los empleados en purificación y espectro de solubilidad 
fueron calidad para análisis (acetato de etilo, cloroformo, diclorometano, metanol, 
hexano, isopropanol, acetona, DMSO, etc) y fueron adquiridos a SDS. 
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Reactivos de bioloda molecular 
e En Sigma se adquirieron el Tris base, EDTA-Na2, BSA, ATP, proteinasa K, g l i c ~ l ,  
azul de bromofenol, bromuro de etidio y agarosa. 
e De Merck se utilizaron el Tris base, HCl, NaCl, KCI, MgC12, R-mercaptoetanol y 
ácido acético. 
El plásmido pBR322 (de E.coli, 4363 pares de bases) se adquirió a Gibco. 
La topoisomerasa Ii (humana) se adquirió a TopoGen. La topoisomerasa Ii 
(Drosophila melanogaster) fue suministrada por USB. 
3.4.- MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 
Medio básico MB: Es una modificación del medio ISP-2 (International Streptomyces 
Projecf) 
Dextrosa 4g/l 
Extracto de levadura 
Extracto de malta 
4gl l  
10 gll 
Caco3 
Sales marinas 
4gl l  
10 d' 
Utilizado para el crecimiento de las cepas a estudiar en las comparaciones taxonómicas y 
como medio base en los estudios de adiciones de amínoácidos y grupos cromóforos 
análogos. 
Medio sólido 172B: Derivado del medio ATCC 172 
Glucosa 
Almidón soluble 
10 gll 
20 g/i 
Extracto levadura 5g/l 
N-Z mina tipo A S g / l  
Sales marinas 10 g/i 
Caco3 1 g/i 
Agar 15 gn 
Ajustar el pH a 6.8 antes de añadir el Caco3 
Utiiizado para la obtención de crecimiento vegetativo de las cuatro cepas en estudio, 
tanto para la crioconservación como para el primer estadío de la fermentación primaria. 
24 Materiales 
Nutrient Agar 
Medio recomendado por Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewter, utilizado para la mayoría de microorganismos menos fastidiosos. 
Extracto de came 
Peptona 
3gA 
5gA 
Agar 15 gA 
Ajustar el pH a 6.8 
Medio sólido utilizado para los controles de esterilidad. 
Medio Inóculo de Actinomicetos Marinos (MUMJ: Diseñado por Pharma Mar 
Extracto de carne 
Extracto de levadura 
3 g/l 
Triptona 
5 g/l 
Glucosa 
5g/l 
5gA 
Almidón soluble 
Sales marinas 
20 g/l 
Caco3 
10 gA 
4gn 
Ajustar el pH a 6.8 con OHNa antes de añadir el Caco3 
Este medio se ha utilizado en la preparación de los inóculos. 
Infusión de carne 300 g/l 
Casaminoácidos 17.5 gA 
Almidón 1.5 gil 
Ajustar el pH a 7.4 
Utilizado para el crecimiento de las bacterias empleadas en antibiogramas sobre medio 
líquido. 
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Brain Heart Infusion @HI) con 1.5% agar 
Recomendado para el crecimiento de todo tipo de microorganismos, incluídos los 
fastidiosos tales como los patógenos dentales. Fue recomendado para la elaboración de 
ensayos antibacterianos en medio sólido por su riqueza nutricional y transparencia. 
Infusión de cerebro de ternera 200 g/l 
Infusión de corazón vacuno 250 g/i 
Peptona proteosa 
Dextrosa 
10 gA 
2 g/l 
NaCl 5gn  
N a W 0 4  2.5 gA 
Ajustar el pH a 7.4 
Se ha utilizado para elcrecimiento de bacterias en antibiogramas en medio sólido 
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Métodos microbiolóaicos 
Para la realización de esta tesis se investigaron las posibles diferencias existentes en 
cuanto a utilización de diversas fuentes de carbono, tolerancia al crecimiento en 
presencia de diversas concentraciones de sales y sensibilidad a antibióticos. 
4.1.1.- Utilización de fuentes de carbono 
Se utilizaron tres métodos para conocer el consumo de determinadas fuentes de carbono 
por las cuatro cepas sometidas a estudio. 
Toda la experimentación se realizó por duplicado. 
Sistema PASCOB de Dico Laboratories 
Método basado en el empleo de paneles comerciales conteniendo pocillos sobre los que 
se han fijado sustratos que al ser utilizados producen virajes colorimétricos por la 
formación de ácidos, productos del metabolismo bacteriano. Empleando azul de 
bromotimol como indicador, que cambia su color de verde a amarillo, se mide el 
descenso de pH fotométricamente. 
El sistema de inoculación está diseñado para la preparación de un inoculo estandarizado 
para uso en sistemas de pruebas de microdilución. 
La metodología seguida fue la siguiente: 
Cada cepa se hizo crecer sobre el medio básico MI3 durante 48 h, en matraz 
Erlenmeyer de 100 ml, conteniendo 25 ml de dicho medio e incubando a 28°C con 
agitación de 220 rpm. 
Transcumdo dicho tiempo y tras comprobar la pureza del cultivo al microscopio, se 
inocularon 250 pl sobre un vial que contenía 25 ml de polisorbato 80 al 0.02%. 
Se vertió el contenido de dicho vial sobre los canales del panel que contenían los 
sustratos adecuados. 
Como control se empleó un blanco (sin sustrato). 
Los paneles se incubaron en estufa a 30°C durante 48 h. 
La lectura de los paneles se realizó por detección fotométrica del viraje del color. 
Los azúcares utilizados con éste método fueron: arabinosa, celobiosa, lactosa, 
manitol, ribosa y sacarosa. 
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Utilización de tiras BIOSTRIP@ de Microkit 
Este sistema está basado en la detección del viraje colorimétrico por bajada de pH al 
consumirse el substrato que viene embebido en tiras de celulosa estériles. El medio 
empleado, solución salina peptonada al OS%, aporta la fuente nitrogenada necesaria pero 
no la fuente carbohidratada, conñrmando por controles sin tira la no existencia de 
crecimiento en ninguna de las cuatro cepas probadas. 
La metodología empleada fue la siguiente: 
Sobre tubos de 15 cm de longitud y 16 mm de diámetro, se dispensaron 4.75 ml de 
solución salina (0.9%) peptonada al 0.5%, cerrándolos con tapón de algodón graso y 
esterilizándolos durante 20 min. en autoclave a 121°C. 
Una vez a temperatura ambiente, se introdujo en condiciones estériles, una tira de 
BiostnpD y se inocularon, a razón de 250 pUtubo, con un inóculo desarrollado tal y 
como se describe en el apartado 4.2.1.2 
Se incubaron en armario agitador a 2S°C, a 220 rpm durante 72 h. 
Se valoró como consumo positivo (+) el viraje del color, así como el crecimiento por 
observación directa al microscopio. 
Con este sistema se probaron: adonitol, arabinosa, celobiosa, dulcitol, hctosa, glucosa, 
inositol, lactosa, maltosa, manitol, rafinosa, ramnosa, ribosa, sacarosa, sorbitol, trehalosa 
y xilosa. 
Adición directa de azúcares 
Se determinó el crecimiento celular por la aparición de turbidez en el medio salino 
peptonado suplementado con diferentes fuentes de carbono a una concentración final de 
10 mgtmi. 
Los pasos a seguir fueron los siguientes: 
Sobre tubos de las medidas anteriormente descritas, conteniendo 3.75 rnl de solución 
salina peptonada al OS%, se añadieron asépticamente 50 mg de cada azúcar disuelto 
en 1 m1 de agua y esterilizado a través de filtro con tamaño de poro de 0.22 pm. 
Se inoculó cada tubo con 250 p1 del cultivo en fase exponencial de crecimiento. 
Se incubaron a 28°C y agitación a 220 rpm durante 72 h. 
Se observó el viraje del color, así como el crecimiento por observación directa al 
microscopio. 
Las fuentes de carbono empleadas fueron: arabinosa, fnictosa, glucosa, maltosa, manitol, 
sacarosa, sorbitol y xilosa. 
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4.1.2.- Reacciones bioquímicas 
Se utilizó el sistema PASCOB anteriormente descrito, pero modificado para la 
determinación de las siguientes pruebas: 
Consumo de m: la hidrólisis de la urea por la enzima ureasa dió 1ugar.a la formación 
de amonio. El consiguiente incremento de pH se midió utilizando rojo fenol como 
indicador, que vira de amarillo a rosa. 
Consumo de a*: el catabolismo anaerobio de arginina originó la formación de una 
amina básica que fue detectada con la ayuda del indicador púrpura de bromocresol. La 
reacción dió como resultado un color morado. 
Consumo de esculina: la utilización de esculina di6 lugar a la formación de ácidos. La 
consiguiente disminución de pH fue detectada empleando el indicador de púrpura de 
bromocresol que vira de verde a amarillo. 
Producción de fosfatasa: la producción de fosfatasa se detectó en base a la unión 
específica de p-nitrofenil-fosfato, que dió coloración amarilla. 
Producción de a-alucosidasa: el p-nitrofenol producido dió lugar a la aparición de una 
coloración amarilla. 
Producción de p-glucuronidasa: se desarrolló un color amarillo por el p-nitrofenol 
producido en la reacción. 
Reacción de Voges-Proskauer: la acetoína producida por el piruvato sódico, se combinó 
con creatina y a-naFtol a un pH alcalino originando un color entre rosa y rojo. 
Hidrólisis de m: la hidrólisis de p-dimetilamino-cinamaldehído (Pyr) liberó ácido L- 
piroglutámico y 13-naftilamina, formándose una base rojiza cuando la p-naftilamina 
reaccionó con el reactivo de Pyr. 
Resistencia a cloruro sódico: la tolerancia específica a NaC1, considerando como (+) el 
mismo crecimiento que el pocillo control, (-/+) a crecimiento dudoso o debilitado y (-) a 
la ausencia de turbidez. 
Presencia de catalasa: la catalasa descompuso el peróxido de hidrógeno formándose agua 
y oxígeno. La aparición de éste último se visualizó directamente por la aparición de 
burbujas. 
4.1.3.- Sensibilidad a antibióticos 
4.11.3.1.- Antibióticos comerciales 
Esta valoración se determinó utilizando el mismo sistema PASCOB anteriormente 
descrito. Los pocillos de antibiótico contenían diferentes concentraciones de los mismos. 
La valoración de resistentes (R), inhibidores (1) y sensibles (S) se fundamenta en criterios 
de BP (Break Points) determinados por la NCCLS (Nalional Commiitee for CIinical 
Laboratoy Standards). 
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4.1.3.2.- Tiocoralina A 
El método empleado para valorar la sensibilidad a tiocoralina A, tanto para las cepas que 
la producen como para las productoras de otros antibióticos quinoxalínicos fue el 
siguiente: 
Se preparó una solución concentrada de tiocoralina A (TA) solubilizada en 
diclorometano (CH2CI2), se esterilizó por filtración y se distribuyó en tubos estériles 
para alcanzar concentraciones finales de 0.5, 1, 5 y 10 mg TA/ml. Posteriormente se 
dejó evaporar el disolvente en cabina de flujo laminar durante 48 h. Para el control se 
evaporó 1 m1 de CH2C12. 
e A cada tubo se añadieron 4.75 m1 de medio básico MB, sonicándolo fuertemente 
hasta conseguir una emulsión homogénea, ya que la TA es insoluble en medio acuoso. 
Posteriormente. se inocularon 0.25 ml por tubo de la cepa correspondiente, dejando 
los tubos íncubar en agitador a 220 rpm-y 28°C durante 96 h. 
Transcumdo dicho tiempo, se extendieron 100 p1 de cada tubo sobre placas MB 
conteniendo agar al 1.5% y se incubaron a 28°C durante 7 días. 
Cada muestra se realizó por duplicado. 
Se consideró MIC a aquella concentración de TA que produjo inhibición de crecimiento 
en placa y como efecto bacteriostático al que, no observándose crecimiento en tubo, si se 
recuperó en placa. 
4.1.4.- Tolerancia a la salinidad 
Las sales empleadas, comercializadas con el nombre de Instant Oceana contiene los 
mismos componentes que la composición promedio del agua marina. 
El método empleado fue el siguiente: 
En cada uno de 5 tubos se díspensaron diferentes cantídades de sal calculando que su 
concentración final, para 5 rnl, fuese de 1%, 2.5% 5%, 7.5% y 10%. 
e Posteriormente se añadieron 4.75 ml de medio MB (sin sales) por tubo, sonicándolos 
para solubilizar las sales. 
Se esterilizaron en autoclave durante 20 min. a 120°C. 
Previamente a la inoculación, y todavía calientes, fueron sonícados durante otros 10 
min. 
Se inocularon con el microorganismo y los tubos se incubaron a 28°C a 220 rpm 
durante 96 h. 
Transcurrido dicho tiempo, se inocularon placas de Petri con 100 p1 de la mezcla de 
incubación para observar el efecto bactericida o bacteriostático de las sustancias 
ensayadas. 
Posteriormente, la mezcla de incubación remanente se centrifugó a 3000 rpm durante 
10 min. para medir el volumen micelial según se describe en 4.2.3. 
Cada muestra se realizó por duplicado. 
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4.2.- FERMENTACIONES 
4.2.1.- Fermentación primaria 
4.2.1.1.- Mantenimiento y conservación de cepas 
Las cepas objeto de estudio: Micromonospora marina MLl y ACM2 (productoras de 
tiocoraiinas), Nocardioides sp. ATCC 39419 (productora de sandramicina) y 
Sfreptornyces triostinicus ATCC 21043 (productora de triostinas). ~ u e r o n  
conservadas a -65°C en medio sólido 172B con una solución estéril de glicerol 20% y 
sacarosa al 5%. 
Para ello, se hicieron crecer sobre medio líquido de inóculo MiAM-1 a 2S°C y 
agitación a 220 rpm, hasta el final de la fase exponencial de crecimiento. Este tiempo 
suele estar comprendido entre 48 y 72 h. 
Posteriormente, se extendieron 200 p1 del cultivo sobre una placa de 10 cm de 
diámetro conteniendo medio sólido 172 B (Espliego, 1997). 
Después de 7 días de incubación a 2S°C en estufa, con la ayuda de un "sacabocados" 
estéril, se extrajeron 5 cilindros de 1 cm3 del césped, guardándolos en crioviales. A 
cada vial se le añadieron como agente cnoprotector alicuotas de 300 p1 de 
glicerol/sacarosa. 
Estos crioviales fueron consewados a -65"C, manteniéndose las cepas viables al 
menos por 2 años. 
Paralelamente, se realizaron controles de esterilidad mediante crecimiento en agar 
nutritivo sólido. 
4.2.1.2.- Desarrollo de inóculos 
El proceso seguido fue el siguiente: 
Inoculación de matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio de inóculo 
MIAM-1 (Espliego, 1997) con cilindros del microorganismo provenientes de un 
criovial congelado tal y como se describe en el apartado anterior. Los matraces se 
incubaron a 28°C y con agitación a 220 rpm durante 72 hl. 
Posteriormente se procedió a inocular matraces Erlenmeyer de 2000 ml de capacidad 
con 250 m1 del mismo medio con 25 ml de las bacterias crecidas, incubando a 28°C y 
con agitación a 220 rpm durante 48 h. Una vez finalizada esta incubación, se 
utilizaron dichos matraces para inocular los matraces conteniendo el medio de 
producción. 
' Debe observarse la aparición de coloración anaranjada en ambos casos a partir de 48 11. 
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4.2.2.- Fermentación de producción2 
4.2.2.1.- Mejora de medios 
A partir del medio de fermentación estándar desarrollado por Pharma Mar, donde se 
detectó actividad en ambas cepas produbtoras de tiocoralinas, se estudió la infiuencia de 
variación de cada nutriente sobre el crecimiento y productividad con el fin de elegir 
aquellos nutrientes que fueran más significativos a la hora de seleccionar la composición 
de medios según la técnica de Plackett y Burman. Para ello, se diseñaron 16 medios de 
cultivo cuya composición es la que se muestra en la tabla 4.1. 
Tabla 4.1.- Matriz empleada para comparación de crecimiento y producción de las cuatro cepas en 
estudio 
1 Glucosa Almidón Levadura Malia Peptona HK2P04 Caco3 
1 1 30 40 10 10 1 1 0.5 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
Todos los 
30 40 10 1 10 0.1 5 
30 40 1 10 1 1 5 
30 4 10 1 10 1 0.5 
3 40 1 10 10 O. 1 0.5 
30 4 10 10 1 O. 1 5 
3 40 10 1 1 1 0.5 
30 40 1 1 10 0.1 0.5 
30 4 1 10 1 0.1 0.5 
3 4 10 1 1 0.1 5 
3 40 1 1 1 1 5 
30 4 1 1 10 1 5 
3 4 1 10 10 1 5 
3 4 10 10 10 1 0.5 
3 40 10 10 10 0.1 5 
3 4 1 1 1 0.1 0.5 
lores están expresados en g/l 
Los matraces Erlenmeyer fueron de 250 m1 conteniendo 50 m1 de medio. 
La preparación de estos medios y las condiciones de fermentación fueron las siguientes: 
Los nutrientes más solubles (glucosa, extracto de malta, peptona, HK2P04 y sales) 
fueron disueltos en agua destilada y añadidos a los matraces como solución acuosa 
(0.1 g/i de HK2P04 equivale a añadir 5 mglmatraz). Los demás nutrientes fueron 
pesados en balanza semianalítica y se añadieron como polvo seco. 
Las soluciones de glucosa y HK2P04 fueron preparadas aparte y añadidas después de 
esterilizar. 
Una vez inoculados, los diferentes matraces fueron incubados con agitación a 250 
rpm y a 28°C durante 6 días. 
Los muestreos se efectuaron a las 96 y 144 h desde su inoculación para valoración de 
crecimiento, y a 144 h para la valoración de la actividad biológica. 
Cada medio se preparó por duplicado. 
2 Con el concepto femeniación de producción se califica la última fase de crecimiento de la que se 
extraerán las valoraciones biológicas o químicas encaminadas a la cuantificación demos productols 
antitnmoraVes acfivols. 
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Para el estudio de los efectos de cada variable sobre el crecímiento y la producción, se 
realizaron dos series completas para cada una de las dos cepas productoras de 
tiocoralinas y una serie por cada cepa productora de triostinas y sandramicina 
La preparación de medios para optimización fue la misma a la descrita anteriormente. 
- 
4.2.2.2.- Efecto de adiciones exógenas 
La metodología empleada se describe a continuación: 
e Se prepararon matraces de 2 1 con 250 m1 del medio base MB y se esterilizaron a 
120°C durante 20 min. en autoclave. 
Una vez alcanzada la temperatura ambiente, fueron inoculados a razón del 5% vlv, y 
se incubaron a 28°C agitando a 220 rpm. 
Los diferentes compuestos estudiados se añadieron a los matraces en condiciones 
estériles 48 h después de la inoculación. 
Se volvieron a incubar a 28°C y 220 rpm hasta la toma de muestra. 
El procesado de las muestras se realizó siguiendo el esquema descrito en 4.6. 
Cada serie llevó un control de referencia. 
4.2.2.2.1.- Adición de eruvos cromóforos análofos 
Los diferentes análogos de los grupos cromóforos estudiados fueron: ácido 4- 
hidroxiquinolín-2-carboxílico, ácido 3-hidroxi-2-quinoxalincarboxilico, ácido 4-metoxi- 
2-quinolíncarboxílico, ácido 7-metoxi-2-benzofuráncarboxilico, ácido 4,s- 
dihidroxiquinolín-2-carboxílíco, ácido cromón-2-carboxílico y ácido cumarín-3- 
carboxílico. Estos compuestos fueron añadidos directamente y en condiciones estériles a 
los cultivos bacterianos. 
Se estudió el efecto de las adiciones en dos bloques: 
1. Adiciones de siete análogos comerciales de los grupos cromóforos de la estructura de 
las tiocoralinas sobre la cepa ML1 a 48 h de su inoculación, como compuestos sólidos 
para llegar a una concentración final de 2.5 mM. Se muestre6 a las 144 h. 
2. Adiciones de los dos análogos más destacados, derivados comerciales de los gmpos 
cromóforos de tiocoralinas y equinomicinas, a 48 h de su inoculación, a tres 
concentracíones diferentes y muestreando a diferentes horas. 
En la primera experimentación, los compuestos fueron añadidos a los matraces al cabo 
de  48 h de cultivo con espátula estéril y directamente del vial de envío. La cantidad de 
compuesto fue calculada por diferencias de pesada del vial de origen, 
En la segunda, al ser los compuestos insolubles en agua, se prepararon suspensiones de 
los mismos en agua destilada, se esterilizaron a 120°C durante 15 mín. en autoclave, y 
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fueron dispensados directamente en los matraces, procurando mantener la homogeneidad 
de las emulsiones. En los matraces control, se añadieron 15 ml de agua destilada estéril. 
Las tomas de muestras se realizaron a las 144 h como toma única en el primer screening, 
y a las 72,96,144 y 192 h en el segundo apartado. 
4.2.2.2.2.- Adición de aminoácidos 
Como en el caso anterior, se utilizaron matraces Erlenmeyer de 2 1 con 250 m1 de 
MB. 
Se seleccionaron L-cisteina, L-triptófano, L-glicina y L-tirosina. 
e Las concentraciones finales de estos aminoácidos en los caldos fueron de 0.25 mM, 2 
mM y 5 mM. 
Los aminoácidos hidrosolubles, L-glicina y L-cisteína fueron añadidos disueltos en 
agua tras filtración. Los aminoácidos insolubles, L-tirosina y L-triptófano fueron 
añadidos directamente, previa esterilización a 120°C durante 15 min. 
Todos los aminoácidos se añadieron a las 48 h de la inoculación. 
Los muestreos para la detección de actividad se realizaron a las 72,96, 144 y 192 h. 
4.2.3.- Medida del crecimiento bacteriano 
El crecimiento celular se midió por el volumen micelial empaquetado. Un volúmen de 10 
m1 de caldo de fermentación se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min. y se determinó el 
porcentaje del volumen total ocupado por el micelio. 
4.2.4.- Influencia de los componentes del medio sobre el crecimiento y la 
producción 
Se procedió al estudio de la repercusión que tuvo la selección de nutrientes, y la 
interacción entre ellos sobre el crecimiento y producción de compuestos activos 
producidos por :as cuatro cepas sometidas a estudio. 
4.2.4.1.- Método de Plackett y Burman 
Este método (Siowe et al., 1966; Monaghan ei al., 1989; Greasham et al., 1989) está 
basado en la experimentación de N-1 variables independientes en N experimentos 
(matraces), con dos niveles (concentraciones de cada nutriente) por variable. 
Para su realización, se selecionaron siete variables con dos concentraciones cada una de 
ellas. 
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Se elaboró la siguiente matriz3 para cada una de las cepas a estudiar: 
Tabla 4.2.- Vmiablesy cancerttraciones utilizndas 
Tabla 4.3.-Mahiz empleada para comparación de crecimiento y actividad. 
Glucosa Almidón Levadura Malta Peptona HK2P04 C a c o 3  
7 + + + - + 
+ + + - + + 
+ + + - + + 
+ - + - + + - 
- + - + + - - 
+ - + + - - + 
- + + - - + - 
Variable 
Glucosa 
Almidón soluble 
Levadura CI5 
Ext. Malta 
Peptona 
HKzpo4 
Ca C 4  
El efecto de cada variable puede ser positivo, negativo o neutro, dependiendo del análisis 
matemático de la aplicación de las siguientes fórmulas sobre las respuestas, medidas 
como potencia de la actividad antitumoral (PAT) (ver 4.Ií.3). 
Valor + Valor - 
30 3 
40 4 
10 1 
10 1 
10 1 
1 o. 1 
5 0.5 
Una vez obtenidos los PAT para cada medio de fermentación, se realizaron los siguientes 
cálculos: 
Todos los valores son expresados en g/l 
El efecto de cada variable (E,) se calculó sobre la base de las diferencias entre los 
valores positivos y negativos de cada variable para cada cepa: 
Cada fila de esta matriz representa un medio completo de fmentaci6n y cada columna una variable (nutriente) a 
dos concentraciones (+ y -). Todas las variables comprobadas por éste método presentaron las siguientes 
características : 
1. Cada una está representada a alto y bajo nivel en la mitad de los ensayos (S+, S-). 
2. La interacción entre dos variables cualquiera es tal que ambas están presentes en valores altos, bajos o 
alternados en un cuarto de los ensayos (4++, 4-, 4+- y 443. 
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El error experimental se calculó como el promedio de los cuadrados de los efectos 
"placebo" (Ed). Así se halló la varianza (Ved donde n es el número de variables 
"placebo". Como norma general, se eligieron los tres valores de E, más próximos al 
valor de O: 
Error estándar (SE) es la raíz cuadrada de la varianza de cada efecto: 
Nivel de confianza de cada variable se determinó mediante la t de Student: 
Paro 3 grados de libertad 
4.2.5.- Métodos de optimización de la producción por respuesta de 
superficies 
4.2.5.1.- Optimización unidireccional dirigida (Método de Hendrix) 
Mediante este sistema de miora, se formularon una serie de medios de fermentación y se 
- 
desecharon en cada paso los seis medios que presentaron menor actividad antitumoral, 
formulándose por cada medio desechado, otro nuevo medio de fermentación mediante la 
siguiente metodología: 
1. Se calculó la media aritmética de cada variable 
2. Al valor resultante se restó el valor correspondiente al medio a eliminar 
3. El valor resultante se dividió por quince (número de ensayos por serie menos uno) 
4. El valor resultante se multiplicó por dos 
5. Al valor resultante se le restó el valor a eliminar 
6. El resultante fue el valor que toma la variable en el nuevo medio de cultivo 
Así, se realizaron éstas operaciones con cada una de las siete variables en los seis casos 
de reformulación, volviendo a fermentar los 16 ensayos (los 10 de mejor resultado con 
los seis nuevos), descartando otros seis al conocer los PAT, y así sucesivamente. Este 
método se utilizó con las dos cepas productoras de tiocoralina (ML1 y ACM2). 
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Sirva a modo de ejemplo las reformulaciones realizadas con la cepa ML1: 
Primera mahiíi ................. 
1 Glucosa Almiddn Levadura Malta Peptona HKzP04 Caco3 PAT 
1 1 30 40 10 10 1 1 O. 5 0.35 
Segunda matriz (Primer descam) 
1 Glucosa AImiddn Levadum Malta Peptona HKzPO4 Caco3 PAT 
1 1 30 40 10 10 1 1 0.5 0.39 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
s:;<.i,F.;.s ;::'.,,, .c.t: : ............................ 
10 
- ~ - ~ 
..~. 
30 40 10 1 10 O. 1 5 1.56 
30 40 1 10 1 1 5 0.22 
30 4 10 1 10 1 O. 5 0.46 
3 40 1 10 10 O. 1 0.5 0.23 
30 4 10 10 1 O. 1 5 0.27 
3 40 10 1 1 1 0.5 0.56 
30 40 1 1 10 O. 1 0.5 0.44 :>..;<.>; .........--..A.-.-v.-..........,....,......,.................................... ................................................................... \...........""."--- 
;$A?: %@-.-*<A$$:3<?*s;:r<:: ; :,:: : , : : $ , $ , ~ ; < ~ ~ ~ ; , ~ $ $ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  ... Z ~ i $ ~ , ~ ~ Q f ~ ; , ~ $ $ ~ ~ ~ $ ~ ~ ~ , ~ : ; i k $ ~ ~ ; ~ $ ~  ..:.. .................... ............. ....... <.%*S>:?SX:.. , ....,,........n..........,................. %.,.***~- **=. .S..Y!!....? :.. x.  .*S? ~ < <  
3 4 10 1 1 O. 1 5 0.19 
4.2.5.2.- Diseño compuesto centralizado (Método de Box-Wilson) 
17 1.2 42.4 10.6 0.4 10.6 1.06 5.3 0.64 
Es un método basado en el estudio de los análisis de regresión obtenidos por el empleo 
de cuatro variables a cinco concentraciones diferentes (Strobel et al., 1993; Greasham et 
al., 1989). La elección de las variables y sus concentraciones vino determinada por el 
grado de significación de Plackett y Burman. 
?: .,i,.3x7< 
..... ,?; 
......T.. 
-js2ji: 
A:?yp. 
<,:$:,,..c:&: II , d . ,  
@$&5; ir., .".+, 
15 
, ........ . y<Jp, 
*; *; 
X' 
19 
20 
.,?~ .,,7,..,%. .,:..., A 
;gj&:ii 
15 
22 
X' 
i:,y<:;a-- .pse>,x, :$,:.<.# f-'...?...7 .. ?.. . :i :::: :" ifiifiFy,x<: :,:,; ;,; ;.<;,:,:<;:,:;: .;.; $':: y.i .:........ (---.(---... a 
.. ;<":A?i AS&& ;* .... .?. 9. :,.,: ;::;>:$z; .<<??y 5 .c..-< $C.. $2 .c.<<.. .... ".,+ ..... ? ..~.*..3.5  ay :"^'"'"-'^ 
,>, .-,A* -,* e.,,,>,<, ....c.r. .... .*.. :.., . > . .  ...T........ ,,, .**..L. L...,. .... c . , .  ....... o?,.. ..*.. <?:-:iPi:LXi &rzs':.; 
~ i : ~ ~ ~ o ' ~ ~ ~ ~ : 7 " ~ ~ ~ A ~ ~ , - ~ , ~ ~ ~ C ~ ~ 8 : . i ~ : : r ~ I ~ ~ . , ~ ~ ~ ~ ~ i : ; ~ : 5 ~ ~ ~ : ! j ~ I , ~ ~ ~ ~ ~ , ~ . y ~ ~ ~ ~ e ~ ~ ; ; ~ ~  
o ?=o?o,7rc ~76e.s+:A :$,:. ;, :~~~~~~s~:c:;j,?:~<:'";w;~~~;:j,~~I;~:,~~.; . :6j:iii~;:ii2'x~;;;;~t$:ib<. 
~i?~~3$&g+:$t$~;i;~~i;;;;;~;~@;2j2z2$~$&:~~~~~$g~;.~;~2;~~~~;~;;z~i:;~z$;~~~&~~+~g~$; 
,&,$:$;$f#$$$2t;i#,p,: $ ~ 3 ; : ~ ; 3 : ~ 3 ~ ~ ~ f ~ a : + $ $ ~ ~ ~ & ~ . : s ~ ~ : z ~ % $ i . A ~ s $ ~ ~ ; ~ ; @ ~ ~ ~ ; $ i $ @ : o $ ~ ~ A y ,  ...... 
..*,**.A*...h.. .... X+<L<,,..*~*,..< A%., %:$:22d4A:,A?&<+?9,.. ... ~*3??~?Bk?.,dtzt~d*.,." A%,., ?~ ....... A..!?<fi...! ,%..<V. 
3 40 10 10 10 0.1 
y,.5y,~p:~:~~?y.:g~gg;~~y;~:g~cy~.2~;;i ....... ..... .-,....A-......-  %- v,.....y.y.F.y ..A<... F v..,.. 5 2.24 ,**+,, 
$rs?*,,x,7,y2<4 *?<?;,<g$< $$;$2dj,rdi J;,;;,;g~ggm~&;~~;g~$g:g$~j&g;.:@g@$@gg;$ 
165 22 5.5 5.5 5.5 0.55 2.75 0.0952 
1.2 42.4 10.6 10.6 0.4 O. 04 O. 2 0.49 
31.8 42.4 F.x 10.6 0.4 0.4 O. 04 .......................... O. 2 0.33 ,, fl,qo<-  ..s....... ..... <.wG,:iiy ..................................... " .... ".... .............................................. ...".".A"<.w2<.7."~, y,.7x 3~~~~~$$EL~;~~<#~~~~;~~~i;~:@~(;g~;~;ai@$~~j~~g~;~:$~p:q~~;:i~~~.::~@$&~~e~~f&;~~ 
3 40 10 10 1 0  O. 1 5 1.15 
31.8 42.4 10.6 10.6 10.6 1.06 5.3 O. 73 
20.1 31.6 7.9 5.5 5.5 0.43 2.75 0.148' 
?., ~ . d . . & ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ & ~ ~ ~ ~ ~ ! ~ ~ ~ e d ~ ~ ~ ~ ~ ~ g ~ ~ ~ ~ ~ $ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ! ~ ~ ~ ~ ~ ~ ? n e b r ' ~ . , d e , ~ s s e ~ ~ ~ e o ~ s ~ ~ o ~ ~ ~ ~ $  . i. >r . ~o.~To.~.~.~...~ F-r ...,... & ~ ~ ~ ~ ~ ; ~ ^ r t _ ~ ~ ~ ~ p ~ I a r . ~ ! . ! [ ? ~ ? " ' . ~ ? . : ~ : ~ ? ~ ; * % ~ > ~ ~ . . ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ^ i ; ~ j ~ ~ ~ ~ ~ ~ : " . ~ ~ ~ ~ ~ $ ? : $ a : ~ ~ : ; ; ~ ; ~ ~ :  ................. % .................. " ..................................... ' .  i......... 
~ " :  .................................................... y ;,:; 
Todos las valores en x': Medias aritniéiicas de cada variable. 'Media de los seis peores valores 
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Tabla 4.4.- Variables empleadas para MLl en la optimización por el mdtodo BWD 
X Almi ' Codificación n.l ..... do01 .,... X z...(pe~tonal............... Xa..I_va!!%) ............... X,..~2!?04I .................................................. 
1 1 1 o -2 
15 2 5 0.5mg -1 
30 3 10 5.0mg O 
45 4 15 50mg +1 
60 5 u+2 
Todos los medios fueron suplementados con 5 gil de glucosa, 4 gA de Caco3 y 10 gA de sales marinas 
Tabla 4.5.- Variables empleadaspara ACM2 en la optimización por el método BWD 
X . , 
.....-.. ~~lG!!!co.%l ..................... 2.(p%?!?!?!) ..-............ ?!3.I_va!.E) %lGCi?a) ................. C!?~.EC!!?* ,.,.. 
1 1 1 o -2 
15 2 5 2 -1 
30 3 10 4 O 
45 4 15 6 +1 
60 5 20 8 +2 
Todas los nredios fueron suplementados con 5 g/l de alnzidón, 4 gA de HK2P04 y 10 g/[ de sales 
marinas 
Al ser este método un diseño fiaccional, el número de ensayos para cada una de las cepas 
fue de 3 1, incluyendo 6 réplicas de los puntos centrales O, 0, 0, O, en vez de 54 = 625 si 
se realizasen todas las combiiaciones posibles. 
El mapa o el contorno de puntos fue determinado por las relaciones entre la linearidad, 
interacción entre dos o tres variables independientes entre sí por los efectos cuadráticos 
de cada variable. Por ello, se fijó un punto central (O, 0, 0, 0) que representa 
fermentaciones con valores medios, (ver Tabla 4.6.), nos darán los valores de error 
estándar del método, así como el término independiente de la ecuación de predicción. 
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La matriz a emplear en cada uno de los dos casos fue la siguiente: 
Tabla 4.6.- Matriz enipleoda en las optimizacionespor BWD - 
Ref. XI I x2 x3 x, 
1 -1 -1 -1 -1 
El análisis de regresión múltiple para la producción, vino detenninado por la ecuación de 
predicción siguiente: 
Donde: y es la predicción de la producción; XZ,, xz,, x3, y x4 son las variables 
independientes (almidón, peptona, levadura y fosfatos para m1 y glucosa, peptona, 
levadura y carbonato cálcico para ACM2); bo es el coeficiente de regresión en el punto 
central, bz, b2, b3 y b4 son los coeficientes lineales de cada variable, bz2,, bz3, bz4, bZ3, 624 
y b34 son los coeficientes de interacción de segundo orden (binarios), bz23, bz34, bZ34 son 
los coeficientes de interacción ternarios y b , ,  bZ2,, b33 y b44 son los coeficientes 
cuadra.ticos. 
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Una vez que se conocieron los resultados, se hallaron los coeficientes del modelo' 
polinomial utilizando modelos de cálculo de regresión múltiple para cada una de los 
siguientes interrelaciones: 
1.- Lineales. binarias v cuadráticas 
2 2 2 2  
( ~ 1 ,  x2, X3, %r X1X2. XlX3, X1%. X2X3, X2-> X3-2 X1 , X2 , X3 , % ) 
2.- Lmeales. binarias. ternarias v cuadráticas 
2 2 2 2 
( ~ 1 ,  x2, x3, %, Xlx2> Xlx3, x1%, x2x3, x2%. x3%> xlX2x3, Xlx2%, x2x3%. XI > x 2  > x 3  , % ) 
3.- Lineales. ternarias y cuadráticas 
2 2 2 2 
( ~ 1 ,  x2, X3> %> XlX2X3r XlX2%, X2x3%, X1X2X3%, X1 , X2 > X3 , % ) 
Dependiendo el valor de Fisher ponderado (Fisher = Regresión/Desviación estándar) y 
dependiendo de los grados de libertad, se seleccionó aquella interrelación cuya 
predicción se asemejase más a los valores obtenidos. 
Por el posterior tratamiento de datos, se pudieron conocer cómo afectaban las 
interrelaciones entre variables. 
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4.3.- OBTENCI~N DE EXTRACTOS PARA VALORACIONES 
La obtención de extractos a partir de caldos de fermentación4 para posterior valoración 
de actividades antimicrobianas v antitumorales. traducido todo ello en producción de 
tiocoralinas, fue el punto clave dé1 trabajo expehmental de mejora de medIos y efecto de 
las adiciones. 
La metodología empleada para la valoración de la actividad de los extractos fue la 
siguiente (Esquema 4.1): 
Se extrajeron 20 m1 de caldo entero con igual volumen de acetato de etilo (EtOAc). 
Se homogeneizó la mezcla con Ultraturrax T-25 durante 30 segundos para provocar 
la ruptura de membranas y paredes celulares. 
Posteriormente, se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min. para facilitar la decantación 
entre las fases acuosa (inferior) y orgánica (superior). 
Una vez realizadas dichas operaciones, se conservó en arcón congelador a -30°C 
durante 48 h. 
Transcumdo dicho tiempo, la fase orgánica (no congelada) fue separada por 
decantación y secada a alto vacío en rotavapor hasta su total sequedad. 
4 Por datos obtenidos dentro del Desarrollo de Proceso que Pharma Mar viene realizando, en el m i d o  se 
encuentra cerca del 65% del total de la tiocoralina obtenida, por lo que se hace imprescindible el tratamiento tanto 
del micelio como del caldo filtrado. 
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El extracto obtenido fue solubilizado en 3 mi de cloroformolmetanol (CH3CL/MeOH) 
911 y transferido a viales previamente tarados. Se secaron con Nz y, una vez que se 
comprobó que no existían restos de solvente, fueron secados a alto vacío. 
Por diferencia de pesada se determinó el peso neto (expresado en mg extracto/ml para 
valoraciones en Placket y Burman y Optimización y como mg extracto11 en Efecto de 
las adiciones, ya que se obtiene menor peso). 
Estos extractos fueron valorados antitumoralmente para conocer su ICso frente a 
P388. 
Esquema 4.1.- Obtención de extractos para valoraciones 
20 mi caldo entero 
20 m1 EtOAc 1 
Homogeneización 
Centrifugacion 3000 rpm 
Congelación fase acuosa -30°C, 48 h 
Decantación 
Fase o ánica v Fase cuosa r 
Evaporación. Desechar 
4.4.- EXTRACCIÓN DE CALDOS DE FERMENTACIÓN~ 
Una vez realizada la descarga @ara 50 1) del medio de cultivo, fue necesaria la 
separación del micelio (sólidos) del caldo clarificado (líquido), para ello, se empleó 
una centrífuga-clarificadora continua (Sharples) donde se consiguió separar 
rápidamente los sólidos del Iíquido. 
Sobre cada uno de ellos se efectuaron las extracciones con acetato de etilo (E~oAc)~. 
Para el micelio, después de su agitación y homogeneización, se realizó una 
prefiltración por tamiz de 1 mm de paso de poro. 
Posteriormente, se filtró por placa porosa bajo alto vacío. 
Una vez obtenido el filtrado, se evaporó por acción de alto vacío y condensación del 
solvente (rotavapores de 10 1) hasta obtener un extracto rojizo. 
La extracción es el proceso por el cual se consigue extraer las tiocoraiii desde el caldo de fermentación a un 
disolvente orgániw, donde después de evapomrlo se obtiene un extracto sólido enriquecido en nuestros compuestos. 
Fue importante dotar al sistema de agitación tanto sólido-líquido wmo líquído-líquido de una buena mezcla así 
como de un eficaz sistema de separación de fases. 
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La extracción del caldo clanticado se realizó en una cuba agitada de extracción, 
antideflagrante y la separación de la fase acuosa (no interesante) de la orgánica (con 
nuestros compuestos) se realizó a través de una centrífuga-separadora líquido-liquido 
que separa por cenhifugación atendiendo a las diferentes densidades. 
La fase orgánica fue evaporada en un rotavapor de 20 1 empleando alto vacío y 
condensación. 
El extracto obtenido, de semejante calidad al anterior, determinada por valoraciones 
biológicas, fue unido a éste para conseguir un único crudo. 
Esquema 4.2.- Extracción del caldo de fernientaci6npara obtención de tiocoralinas 
[ Fermentación ) 
Caldo entero 
clarijcaci6n 
Micelio 4 F Caldo clarificado 
EtOAc 1 1 EtOAc 
Extracto de micelio ~xtracto de caldo 
Extracto crudo 
I 
Hexano:agua (NaCI IO%):MeOH (2:l:l) 
Fase alcohólica-acuosa 4 * Fase hexano 
I Acetato de etilo 
Fase orgánica Fase alcohólica-acuosa 
Extracto cwdo 11 
I Hexano/EtOAc/diclorometano/;MeOH 
Fracciones 1 a 4 Fracciones 5 a 9 Fracciones 10 a 11 
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e Este crudo fue sometido a una nueva extracción para eliminar impurezas. El proceso 
se realizó con una mezcla 2:l:l de hexano:agua (NaCl lO%):metanol, agitando y 
dejándolo decantar. 
Se desechó la fase de hexano. 
e Posteriormente, se recuperó el compuesto de la fase alcohólica-acuosa por la 
extracción con acetato de etilo, evaporando éste último y obteniendo un nuevo 
extracto, de menor peso pero de mayor actividad antitumoral. 
El siguiente paso fue la extracción por diferente solubilidad empleando un gradiente 
de hexanolacetato de etiloldiclorometanolmetanol (desde 9111010 a 0101011). La 
fracciones ricas en tiocoralinas A, B y C (TA, TB y TC), de la 5 a la 9 que fueron 
eluídas principalmente con acetato de etilo, fueron evaporadas todas juntas para 
conseguir un nuevo extracto (Extracto III) que fue posteriormente purificado. 
e La tiocoralina más polar, E, fue extraída en las últimas fracciones, fundamentalmente 
desde CH2C12/MeOH 911 a 111. 
e En éste último paso de extracción, la tiocoralinas ya pudieron ser minuciosamente 
seguida por técnicas de cromatografia en capa fina (TLC). 
4.5.1.- Cromatografía e n  columna 
Es la técnica más ampliamente empleada para separar posibles impurezas del compuesto 
que se pretende purificar. Para ello, se emplearon columnas esmeriladas de vidrio que se 
rellena con el gel apropiado (fase estacionaria) y se fueron eluyendo las muestras gracias 
a la acción de la fase móvil ayudada por presión de aire. Las ínteraccíones de los 
compuestos con el relleno determinaron la eficacia del sistema separador. Las fracciones 
recogidas fueron visualizadas por TLC. 
4.5.1.1.- Sílice en fase normal 
Purificación de TA. TB v TC: 
El extracto 1114, de coloración rojiza intensa, fue disuelto en la mínima cantidad posible 
de una mezcla de hexano:acetato de etilo:isopropanol (1:7:0.2) y aplicado sobre una 
columna de sílice normal, impregnada en el mismo eluyente. La cantidad de relleno, así 
como del volúmen de la columna y el de las fracciones, dependieron directamente de la 
cantidad de muestra a procesar. Fue recomendable graduar el flujo de la fase móvil por la 
utilización de un pequeño compresor de aire. Nuestros compuestos fueron eluyendo y 
cada fracción fue recogida individualmente En este proceso fue muy importante la 
correcta utilización del TLC como factor de decisión en la recolección de fracciones con 
7 Entendemos Punjcacidn como el proceso por el cual se obtiene compuesto suficientemente puro a partir del 
extracto obtenido en la extracción. 
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una única mancha por UV, ya que tanto las primeras como las últimas fracciones 
conteniendo nuestros producto podían estar contaminadas con pequeñas impurezas y 
hubo que desecharlas. La unión de todas las fracciones semilimpias nos dieron, al 
evaporarlas en rotavapor, un sólido amarillento-pálido, que fue un extracto enriquecido 
en cada una de las tiocoralinas A, B y C. 
Esquema 4.3.- Cromatoarafia de silice para ourificacíón de tiocoralinosA. B v C 
Extracto III-A 
Sflice en fase normal 
Hexano: EtAcO:2-PrOH (1:7:0.2) 
l 
impurezas Exto. TA Exto. TB Exto. TC 
poco polares 
Exto. TA: Extrocto enriquecido en tiocoralina A 
Exlo. TB: Exlracto enriquecido en tiocoralina B 
Exto. TC: Extracto enriquecido en tiocoralina C 
Purificación de TE: 
La fase móvil empleada en este caso es una mezcla de cloroformo y metanol, a modo de 
gradiente de polaridad. Se empíeza por CH3CI sólo, para ir aumentando la -polaridad de 
110, 9812, 9515, 911, 411, 111, 119 y 011. 
Esquen~a 4.4.- Croniatogrofio de sílice para purificación de tiocoralina E 
Extracto III-B 
Silice Normal 
CHCl/MeOH 
I + 
impurezas Exto. TE Impurezas 
poco polares muy polares 
Exto. TE: Exlracto enriquecido en tiocoralina E 
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4.5.1.2.- Síiice en fase reversa 
Es la técnica cromatográfica empleada para limpiar las fracciones enriquecidas en TB, 
TC y TE. En este caso, el relleno fue una sílice derivatizada con cadenas de 18 carbonos. 
La fase móvil utilizada fueron diferentes mezclas de agua y acetonitrilo. La tiocoralina 
más polar (TE) fue eluída con agua/acetonitnlo 211, mientras que la TC fue eluída con 
112 y la TB con 113. 
4.5.1.3.- Cromatografía de filtración por LH-20 
LH-20 es una resina que permite una separación por tamaño molecular, eluyendo 
primero los compuestos de mayor peso molecular, y siendo los más pequeños retardados 
al recorrer los microporos que forma la resina8. 
4.5.2.- Precipitación y cristalización 
Precioitación 
m El proceso de precipitación fue realizado solubilizando el compuesto aislado en la 
cromatografia descrita anteriormente en la mínima cantidad posible de cloroformo, 
diclorometano o acetato de etilo. 
m Posteriormente se fue añadiendo metano1 o hexano a la vez que se agita hasta la 
obtención de un precipítado. 
o Este precipitado se filtró y se lavó vanas veces con mezclas de hexano/MeOH, 
obteniéndose un sólido blanquecino que fue secado a alto vacío hasta la total 
desaparición de los disolventes. 
Cristalización 
m La TA con mayor pureza posible (> 99%), fue solubilízada con la mínima cantidad 
posible de CH2CI2, calentando ligeramente en baño sonicador hasta su total 
disolución. 
Se fue añadiendo cuidadosamente hexano hasta observar un ligero enturbamiento, que 
desapareció al volver a calentar. 
m Este matraz se cerró con Parafilm y se guardó en nevera a +5"C durante 48;72 h 
Transcumdo dicho tiempo, se visualizaron los cristales formados 
Dichos cristales se recogieron cuidadosamente y se lavaron con una mezcla fría de 
hexanolEtOAc 115. 
m Se filtraron y secaron en desecador durante 7 días. 
m Se seleccionaron los óptimos por visualización en microscopia óptica (objetivo 10x). 
e El cristal presentó una celdilla unidad del sistema ortorrómbico P {Maestro, 1998, 
comunicación personal) 
Al tener toda la familia de tiocoralinas similares peso moleculares, ésta técnica no fue apropiada para separar 
tiocomlinas. sino para acabar de limpiar las fracciones. 
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Son métodos empleados para valorar cuantitativamente P L C )  y cualitativamente 
(TLC) la pureza de los compuestos. 
4.6.9.- Cromatografía en capa fina (TLC) de tiocoralinas 
Las cromatoplacas empleadas en todos los casos fueron de Silicagel60 FZS4 (Merck) 
Para v i s u d i  la TA, se comenzó empleando el sistema CH~Cl/EtOAc/AcOH 1/910,15 
(Pérez-Buz et al., 1997; Okoda ei al., 1994). Como fiuto de ésta tesis se identificaron 
nuevas tiocoralinas (TB, TC y TE) y se optimizó el sistema de separación utilizando 
HexEtOAc12-PrOH 11710.2. 
La visualización del gmpo de la TE se realizó empleando CH3CI IMeOH 911 como fase 
móvil y detección a 360 nm. 
Además de los tres sistemas anteriormente mencionados, también se empleó la fase móvil 
compuesta por EtOAc: CH3CI (1~4) y se determinaron los Rf (cociente entre las 
distancias reconidas por el compuesto y el frente). 
4.6.2.- Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) de tiocoralinas 
El grupo de trabajo de Pérez-Baz (1997) recomendó la utilización de una columna C18 
radial-pack (10 pm) empleando MeOH:H20:CF3COOH 90/10/0.1 como fase móvil. El 
flujo empleado fue de 2 d m i n  y la detección a 360 nm para la TA. 
En 1994, Okada y sus colaboradores utilizaron columna Inersil ODS (250 x 4.6 mm i.d.) 
con NaOAc 20 mM, pH 6.5:MeCN (35:65) como fase móvil. El flujo fue de 1 d m i n  y 
la detección a 280 nm, para el compuesto BE-22179 (=TC). 
El Departamento de Analítica de Pharma Mar (Floriano, 1996, comunicación personal) 
aconsejó la utilización de columna Cls Zorbax SB (3.5 pm) y, como fase móvil, un 
gradiente de H20:acetonitrilo (40%-90% en 20 min.), lo que permitió detectar las cuatro 
tiocoralinas. Este ha sido el método empleado para el análisis de la pureza de los 
compuestos. 
Se valoró por visualízación directa a través de lupa binocular de los compuestos en 
estado de polvo sólido. 
Para ello, se realizó la siguiente experimentación: 
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Sobre un vidrio de reloj se depositó 1 mg de cada una de la tiocoralinas totalmente 
secas, procurando que las partículas fueran del menor tamaño posible. 
e Se añadieron cuidadosamente 100 p1 del disolvente a estudiar por las paredes del 
vidrio, y se continuó añadiendo gota a gota del mismo hasta observar la desaparición 
de las partículas. Dicha observación se realizó con ayuda de una lupa. 
El grado de valoración dependió de los siguientes puntos: 
- Rapidez de disolución de las partículas en contacto con el disolvente 
- Desaparición total o reducción del tamaño de las partículas 
- Volumen necesario para la total desaparición de partículas 
Se establecieron los siguientes baremos: 
Totalmente soluble (u): Desaparecen todas las partículas con 100 pl 
Parcialmente soluble (1: Desaparecen todas las partículas con 500 pl 
Poco soluble (1-):  Restos sólidos después de añadir 1 ml 
Escasamente soluble (-1: Restos sólidos después de añadir 5 ml 
Totalmente insoluble ( -  Partículas enteras después de añadir 5 ml 
Métodos de detección de la actividad bíolóuica 
4.8.- ACTMDAD ANTIMICROBIANA 
4.8.1.- Determinación de la concentración mínima inhibidora (MIC) en 
medio líquido 
Esta medida se basa en la cuantificación de la mínima concentración de droga capaz de 
inhibir el crecimiento de los microorganismos. 
A,- Preparación de los inóculos 
e Se inocularon tubos de 16 mm de diámetro con 5 ml del medio Müller-Hinton con 
colonias que habían sido previamente cultivadas sobre placas Petri. 
e Se incubaron en armarío agitador a 30°C y 250 rpm durante 12 h. 
e Se ajustó la densidad óptica a valores cercanos a 1.0 diluyendo con solución salina 
estéril. 
B.- Preparación de placa microtiter 
Se utilizaron placas microtiter de 96 pocillos, con una capacidad aproximada de 
5OOpVpocillo. 
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Se dispensaron en cada pocillo 200 pl de Muller-Hinton, excepto en el primero, al que 
se añadió un volúmen doble. 
En el primer pocillo se depositaron 51.2 p1 de cada solución de compuesto (TA, TB, 
TC, TE y equinomicina preparadas a 1 mglml en DMSO), con lo que la concentración 
final de cada una de ellas era de 128 pglml. 
A partir de éste, se fueron haciendo diluciones seriadas a la mitad por el transvase de 
200 p1 al siguiente pocillo, para conseguir concentraciones de 128,64, 32, 16, 8,4, 2, 
1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.075 pglml. En caso de no detectarse crecimiento, se diluyeron 
hasta 0.0003 pglml. 
Se inoculó cada pocillo con 12.5 pude la solución previamente ajustada. 
e Se dejó incubar en estufa a 30°C durante 12 h. 
e Se procedió a la medida de la absorbancia en espectrofotómetro a 570 nm. 
Se consideró MIC aquella concentración cuya lectura fue igual al control (sólo medio 
de cultivo). 
Se utilizaron las siguientes cepas: 
Como Gram positivo: Micrococnrs lutetrs (ATCC 9341), Staphylowc~~rs azrreus 
(ATCC 6538-P) y Bacillus subtilis (ATCC 6633) 
Como Gram negativos: Escherichia coli (ATCC 10536) y Psezrdomonas 
aeruginosa (ATCC 9027) 
4.8.2.- Medida de los halos de inhibición del crecimiento en medio sólido 
Se trata de un método complementario al anterior que aportó información sobre la 
difusión de las drogas en el agar. Se basa en la lectura del diámetro de los halos de 
inhibición producidos por una cantidad de muestra determinada depositada en discos de 
6 mm de diámetro de celulosa que se colocan sobre el medío. 
A.- Preparación de inóculos 
A partir de los tubos de crecimiento anteriormente descritos, se inocularon matraces 
Erlenmeyer de 250 mi con 50 mi del medio BHI (Brain Heart Infusion). 
Se incubar toda la noche a 30°C en armario agitador a 250 rpm. 
Semídió la absorbancia a 570 nm y se ajustó la D.O. a 1:O diluyendo con solución 
salina estéril. 
B.- Preparación de las placas de ensavo 
Se añadió un 2% de inóculo a 250 ml de BHI con 1.5% de agar a 40°C después de 
haber sido esterilizado. 
Se agitó ligeramente y se distribuyó a razón de 15 ml por placa, dejándolas solidificar 
a temperatura ambiente. 
Las placas se conservaron en nevera a +5"C hasta el momento del ensayo. 
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C- Aplicación de las muestras 
Fue realizada sobre discos de celulosa de 6 mm de diámetro dejando evaporar el 
disolvente a temperatura ambíente. Una vez secos, fueron depositados directamente 
sobre las placas sin proceder a ningún tipo de predifusión. 
D.- Lectura de los halos de inhibición 
o Se realizó después de 12 horas de incubación a 35"C, dando validez a los resultados 
siempre y cuando el halo de inhibición correspondiente a 30 pg de vancomicina 
(control para Gram positivos), esté comprendido entre 1.9 y 2.1 cm de diámetro. 
o Se utilizaron las siguientes cepas: 
Como Gram positivo: Micrococcus luteus (ATCC 9341) y Bacillus subtilis 
(ATCC 6633). 
Como Gram negativo: Escherichia coli (ATCC 10536) y Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC 9027). 
4.9- ACTIVJDAD ANTITUMORAL 
La metodología empleada para la detección de la actividad antitumoral es una 
modificación del método descrito por Bergeron y su equipo (1984). Podría quedar 
resumida en los siguientes puntos: 
A- Crecimiento de las células tumorales inmortalizadas: Cada una de las líneas 
empleadas (P388, A549, HT29 ) fueron cultivadas hasta alcanzar la fase extacionaria en 
el medio de cultivo mínimo eséncial de Eagle (Seromed T-437-10) suplementado con 
bicarbonato sódico (0.84 gíi), penicilina G (1 gíi), sulfato de estreptomicina (1 gll) y 5% 
de suero fetal bovino. Este es el medio denominado MEM 5FCS. 
B.- A~iicación de las muestras a ensavar: Se dispensaron a partir de una concentración 
conocida, y disueltas en DMSOIMeOH, a razón de 20, 10, 5 y 2.5 p1 en pocillos de 16 
mm de diámetro de la placa de ensayo. 
C.- Incubación de las células con las muestras: A cada pocillo conteniendo la muestra, se 
añadió 1 ml de MEM SFCS con las células a una concentración de 1 x104 para P388 y 2 
x lo6 para las restantes líneas celulares. Igualmente, se prepararon controles de 
crecimiento en pocillos sin la muestra en estudio. Posteriormente, se incubaron durante 3 
días a 37OC, con 5% COz y 98% de humedad. 
D.- Lectura de resultados: Transcumdo dicho periodo de tiempo, se realizó el contaje de 
las células en un contador electrónico de partículas (Coulter Counter), determinándose la 
ICso como aquella concentración de compuesto que inhibe el 50% del crecimiento 
celular. 
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4.9.2.-Preparación de las muestras a ensayar 
4.9.2.1.- Extractos 
Una vez obtenido el extracto, se secó a alto vacío y se pesó en una balanza analítica. 
Se disolvió por sonicación en CH3CI MeOH (911) hasta llevarlo a una concentración 
de 10 mg/ml, tapando el vial para impedir su evaporación. 
Sobre tubos Eppendorf de 1.5 ml se dispensaron 100 p1 del extracto disuelto para 
conseguir aproximadamente 1 mg para MLI y S. triostinicus, y 200 pl para ACM2 y 
Nocardioides para conseguir 2 mg. 
Se secaron bajo atmósfera de N2 hasta su total evaporación. 
Una vez comprobada visualmente la sequedad del extracto, se disolvió en 100 p1 de 
DMSB, tapando herméticamente el tubo y sonicando durante 5 min. hasta la total 
disolución de la muestra. 
Se añadieron 900 p1 de MeOH para alcanzar las concentraciones de 1 mgfml para 
MLI y S. friosliniczts y de 2 mglml para ACM2 y Nocardioides. 
Las diluciones posteriores se efectuaron al pipetear 100 p1 de las anteriores 
concentraciones y 900 p1 de MeOH. 
En el caso de los extractos, sólo se valoró la inhibición sobre P388 al ser ésta la línea 
más utilizada en el screening habitual de actividades de P h m a  Mar. 
4.9.2.2.- Compuestos 
Para valorar compuestos, se partió de una concentración inicial de 100 pglml en 
DMSOMeOH (119), diluyendo posteriormente con el mismo disolvente hasta alcanzar la 
IC50. 
4.9.3.- Cálculo de la potencia antitumoral (PAT) 
Tal y como se expuso en el apartado 4.6, además de la calidad antitumoral del extracto 
hay que tener en cuenta la cantidad del extracto conseguida; .por ello, se definió el 
término arbitrario de potencia de la actividad antitumoral (PAT) para relacionar ambos 
conceptos y obtener, a modo comparativo, una cuantificación del resultado que se lia 
obtenido en cada una de las pruebas de mejora de medios, optimización y adición de 
aminoácidos y grupos cromóforos análogos. 
Al ser la ICSo inversamente proporcional a la actividad (lógicamente, a menor ICso 
corresponde una mayor actividad citotóxica), la PAT viene definida por la siguiente 
fórmula: 
Métodos 5 1 
M6todos de bíoloaía molecular 
4.10.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE TOPOISOMERASA 11 
4.10.1.- Sin extracción del plásmido 
Se ensayó según el método descrito por Hsiang y sus colaboradores en 1985, con pequeñas 
modiicaciones. 
En un volúmen final de 20 pl, conte~endo Tris-CM 10 mM, pH 7.9, NaCl50 mM, KCI 
50 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 0.1 mM, 15 pgml de albúmina de suero bovino, ATP 1 
mM y 150 ng de plásmido pBR322 DNA~ (Gibco), se añadieron los compuestos en 
estudio a unas concentraciones finales de 10, 1 y 0.1 pg/ml en DMSO 10% (concentración 
&al de DMSO de 1%). 
En los casos en que la reacción se realizó en presencia de enzima, se añadieron a estos 
tubos 3 U de topoisomerasa II (Drosophih rnelanogarrter, USB). 
La mezcla de reacción se incubó a 37°C durante 30 min. 
La reacción se paró por adición de 2 pl de SDS 10% y 1 pl de proteinasa K (1 mgtml). 
Se incubó de nuevo a 37°C durante 1 h. 
Se añadieron 2 p1 de tampón de carga (0.25% azul de bromofenol, 50% glicerol) a cada 
muestra. 
Las muestras se sometieron a electroforesis en agarosa al 1% con Tris-acético 40 mM, pH 
8 y EDTA 1 mM, a 10 V/cm durante 1-1.5 h." 
Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (0.05 pg/ml) durante 15 &.y se lavaron 
durante otros 15 min. con agua destilada. 
Una vez terminada la electroforesis, se visualizaron las bandas con luz UV2s4 y se 
fotografiaron. 
4.10.2.- Con extracción del plásmido 
Para eliminar el exceso de compuesto y10 enzima y así poder estudiar el comportamiento 
electroforético del plásmido después de haber sido incubado con el compuesto en 
estudio, se procedió de la siguiente manera; 
Se realizó la reacción de la manera descrita en el apartado 4.13.1. 
Una vez incubada la mezcla de reacción a 37°C durante 30 min. y antes de añadir el 
SDS y la proteinasa K, se procedió a la extracción del plásmido. 
Se añadieron a cada muestra 200 p1 de Tris-CIH 10 mM, EDTA 1 mM. 
9 Se selecciono el plásmido de E. coli pBR322 al ser más el más utilizado en los habituales screening de 
Pharma Mar, además de ser el que Yoshinari y colaboradores utilizaron en 1994 para trabajar con BE- 
2279. 
10 En las ocasiones en que la electroforesís se efectuó en presencia de bromuro de etidio, los geles se 
lavaron como se describe anteriormente antes de visualizar las bandas con luz W. 
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e Se añadieron 200 pl de fenol: CH3CI:alcohol isoamílico 25:24:1 
c Después de agitar se centnkgaron 10 min. a 14.000 rpm y se separó la fase acuosa. 
e Sobre ella, se añadieron 50 p1 de una solución de acetato amónico 2.5 M con tRNA 
(10 pglml) y se agitó de nuevo. 
e Se añadieron 500 p1 de EtOH absoluto a -20°C y se dejó a -70°C durante 15 min. 
e Una vez transcumdo este tiempo, se centnfugaron durante 15 min. a 14.000 rpm y se 
decantó el sobrenadante. 
e El precipitado se resuspendió en 20 pl de Tns-CM 10 mM, EDTA 1 mM. 
e Se añadieron 2 pi de tampón de carga (0.25% azul de bromofenol, 50% glicerol) a cada 
muestra. 
e Las muestras se sometieron a elechoforesis en agarosa al 1% con Tns-acético 40 m pH 
8 y EDTA 1 mM, a 10 Vlcm durante 1-1.5 h. 
e Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (0.05 pg/ml) durante 15 min.y se lavaron 
durante otros 15 min. con agua destilada. 
e Una vez terminada la electroforesis, se visualizaron las bandas con luz UVz54 y se 
fotografiaron. 
5- RESULTADOS 
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5.1.- COMPARACI~N QUIMIOTAXON~MICA DE CEPAS PRODUCTORAS 
DE TIOCORALINAS, SANDRAMICPJAS Y TRIOSTINAS. 
5.1.1.- Utilización de fuentes de carbono y pruebas bioquímicas 
Las cuatro cepas productoras de compuestos quinoxalinicos (triostinas) y quináldicos 
(tiocoralinas y sandramicina), Micromonospora sp. MLI, Micromonospora sp. ACiVI2, 
Nocardioides sp. ATCC 39419 y Streptomyces friosfininrs ATCC 21043 se sometieron 
a una serie de pruebas fisiológicas y bioquímicas para su comparación. Los resultados 
se reflejan en la Tabla 5.1. 
Tabla 5.1.- Consumo dejiientes de carbono y sustratos bioquíniicos 
v . ,  , , , ~ ,  ~ ,  ~ 
, ,  . ~ * ,  ~ 
, , . . , . . , . ,.i ,. . .~ . :: ,T1O,CORALTN;sS. : !;: : . f S m ~ m C n \ l ~  1 TPJ0$TINASg 
1 Micronionospora 1 M~cromonospora 1 Nocardioides sp. 1 Streptomyces 
+: Crecimiento o reacción positiva. -: ausencia de crecimiento o reacción negativa. -/+: resultado dudoso 
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5.1.2.- Sensibilidad a antibióticos 
La diferente sensibilidad de las cuatro cepas a compuestos con acción antibiótica quedó 
reflejada en la Tabla 5.2, 
Tabla 5.2.- Sensibilidad a antibióticos de cepasproductares de anfifumarales quinoxalinicas y derivados 
5.1.3.- Tolerancia a sales marinas 
Rifampicina 
Teiwplanina 
Tetraciciii 
Tiocoralina A 
K' 
- 
:¡M 
La resistencia de las cuatro cepas al crecimiento en condiciones salinas, se determinó de 
manera comparativa. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 5.1. 
Grájca 5.1.- Tolerancia a creciniiento en condiciones halájlos 
Resistencia a salinldad 
I - ~ M L I - 0 0 s  1 
'Tnnretoprin~~ur/anietoxazal 
>O. 1,<=1 (S) 
<=1 (S) 
<=4 (S) 
>10.000 (R) 
<=VI9 (S) 
<=i (S) 
>O.l <=l (S) 
<= 1 (S) 
<=4 (S) 
>10.000 (R) 
<=1/19 (S) 
<=i (S) 
2 (1) 
<=l (S) 
8 0)  
<1.000 
>2/38 (R) 
<= 1 (S) 
>2 (R) 
16 (1) 
<=4 (S) 
<5.000 
<=U19 (S) 
>16 (R) 
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5.2.1.- Efecto de nutrientes sobre el crecimiento y producción de las 
cepas productoras de tiocoralinas, triostinas y sandramicina por la 
técnica de Plackett y Bunnan. 
Los cuatro microorganismos productores fueron fermentados con los medios diseñados 
según el método de Plackett y Burman. Las concentraciones y los medios ensayados se 
describen en Materiales y Métodos. El efecto de las variaciones de los componentes de 
los medios de cultivo tanto sobre el crecimiento celular como sobre la producción de los 
antibióticos se muestra a continuación. 
5.2.1.1.- Efecto sobre el CRECIMIENTO celular 
El crecimiento celular se determinó a las 96 y 144 horas de incubación en los diferentes 
medios ensayados. Los resultados se describen en la Tabla 5.3 
Tabla 5.3.- Crecintienfo :Valores de volumen miceliar 0' a 96 h y 144 h 
1 Micromonospora 1 Micromonospora 1 Nocardioides 
SD. SD. SD. 1 
'Vnt {en %) = Vnl. - V(0h) 
A continuación se determinó el efecto global de cada nutriente sobre el crecimiento. 
Para ello, se halló la media de crecimiento obtenida para cada nutriente cuando fue 
empleado a baja o a alta concentración por separado. El efecto de cada nutriente vino 
determinado por la diferencia entre los sumatorios de los valores (+) y los valores de 
baja concentración (-). 
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Tabla 5.4.- ~fecto' de cada variable sobre crecimiento 
El porcentaje de significación para tres grados de libertad se muestra en la Tabla 5.6. 
Tabla 5.6.- Coeficientes de confianza de cada variable sobre crecimiento. 
Glucosa 
...............................,.............3.*r 
Almidón 
i Levadura 
Malta j ............................................. 
i Peptona 
b .......................... *. " .._....... 
Siguiendo las fórmulas detalladas en 4.2.4, y considerando las variables placebo a 
aquellas con menor efecto sobre el crecimiento, se calcularon los datos estadísticos 
mostrados en la Tabla 5.5. 
Tabla 5.5.- Varianza, error estándary valores t de Student del crecimiento de cada cepa a 96y  144 h 
Micromonospora 
SP. 
ML1 
96h 144h 1 9 6 h  144h 
:. .................................... ..-... 0.21667 0.91667 1 1.35333 1.93333 
i , G r . . ~ i ' u c o s a " "  Errorestánda? 0.4654 0.9574 1 1.1633 1.3904 
-0.93 -1.56 j M.78 +1.73 
" Almidón +12.46 +12.85 j +1.63 +4.46 
" Levadura >" .......................................... +12.61 +7.42 j +4.38 +3.31 
" Malta ! ..................... v ...... v.* ........ ".. -0.43 -0.73 j -0.77 -0.14 
: " Pe tona +1.29 +3.03 1 +3.18 +2.45 
%Po4 -2.58 -1.98 j +O36 O 
"caco3 ! ............................. ..... .,... .. +1.29 -0.10 j -1.46 -1.73 
Micromonospora 
SP. 
ML1 
Nocardiaides Streptomyces 
#P. íriostinicus 
ATCC 39419 ATCC 21043 
96h 144h j 9 6 h  144h 
0.986667 0.72653 i 3.81333 2.66283 
0.9933 0.8524 j 1.9528 1.6318 
-0.60 -0.07 j +2.25 +3.64 
6 .04  6 .97  j +3.17 +5.25 
6 .85  +8.73 i +4.30 +7.92 
-0.20 -1.67 f M.92 +1.16 
+5.03 +5.07 1 -2.36 -2.26 
+2.62 +2.72 1 +0.61 M.64 
+1.61 +0.38 i -1.33 -1.11 
'van- (Vd) = C& 
n 
Error estándar (SE.r)= (4Ver) 
't= Cálculo de la "t" de Student= E$JVer 
Micron~onospora 
SP. 
ACW 
96h 144h 1 9 6 h  144h 
~$&p2yz$~y5~:;, .~yEpp~;xG,j.~~~p.v;~; * .+., ~Z«.?L?~Y,; ........ . ? : i . :  ........ i.,.%: ..c: ...... iiiiBXxXx 
+5.8 +12.3 +1.9 G.2 
6 . 8  +7.1 i +5.1 +4.6 
. .. ....... o"$$" flo7s.<*. <.74 A%zw.*:* .<," .-..: ,,.." .--- 
>> .. /*,*m ::$~~$?$:@9?$L?$~~$,<~% >,Y* ;?weQ12sIC.Y(ee >..a $&S;:F:C~:; ...... f..~:?A.?:.:?A~&2~x2;. 
+0.6 +2.9 i +3.7 +3.4 
96h 144h i 96h 144h 
gg g;~ g+;?ga~;::.: + 
.+.+.*,,A "AV .*,.*. *,A" .,.% *,..::h.,l 444 +5.94 
6 . 0  +5.94 1 +6.2 +8.56 
+6.8 +7.44 1 +8.4 +12.93 
,.,>,,,*.s- "*.*?*>..*.*. .'<., "* w,.x-w*, " .  
.. ............ . &,S,, <<& L2aL j 3,< *..<..V.% ,.: y **,.: 
~~~~ ir:~~~~WW1?a~~~~~~~j~~kiaj~iii~s:%%~~r 
+5.0 +4.32 i -4.6 -3.69 
Nocardioides 
SP. 
ATCC 39419 
Streptomps 
iriosfinicus 
ATCC 21043 
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5.2.1.2.- Sobre la PRODUCCION 
El nivel de actividad antitumoral en los caldos de fermentación se determinó a las 144 h 
de incubación en los diferentes medios ensayados. Los resultados se describen en la 
Tabla 5.7. 
Tabla 5.7.- Resultados de cantidad de extracto obtenido y acíividodes bioldgicos de los mismos 
I Microntonospora 1 Micromonospora 1 Nocardioides. SU. SU. SI). I 
del halo de inhibicibn de 20 pg o 200pg/discofrente a Bacillus subtilis 
Para tener en cuenta tanto la cantidad de extracto obtenido como su calidad (actividad 
antitumoral), se definió el término de Potencias, siendo: 
PAT (Potencia de Actividad Antitumoral) = mg extracto de 1 m1 de caldo entero 
ICS0 del extracto (@ml) frente a P388 
Las PAT fueron los valores usados para determinar el efecto de cada variable (Ea) en 
Tabla 5.8. 
Tabla 5.8.- Valores de PATde las cuairo cepas en los Ióniediosprobados 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
A 0.35 1.56 0.22 0.46 0.23 0.27 0.56 0.44 0.12 0.19 0.11 0.13 0.03 0.03 2.24 0.15 
B 0.14 0.31 0.10 0.41 0.13 0.12 0.14 0.13 0.10 0.01 0.01 0.01 0.06 0.04 0.05 0.05 
C 0.17 0.28 0.10 0.27 0.02 0.08 0.03 0.16 0.16 0.02 0.05 0.02 0.02 0.02 0.03 0.01 
D 318 454 71.1 40.0 12.2 92.5 117 11.6 17.5 3.1 26.0 19.2 6.1 16.1 15.0 32.1 
A: Micronionospora MLI. B: Micromonosporo ACM2. C: Nocardioides sp. D: Streptomyces triostinicus 
Al igual que en el caso del crecimiento del apartado anterior, se determinaron los 
efectos de cada variable independiente restando a los resultados (PAT) obtenidos a 
concentraciones altas, los obtenidos al utilizar la variable a concentraciones bajas. 
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Tabla 5.9.- ~jecto' de cada variable sobre PAT 
Siguiendo las fórmulas detalladas en Plackett y Burman, y seleccionando los tres 
componentes con menor efecto (ruido del muestreo) como variables placebo, se obtuvo 
la siguiente tabla: 
Tabla 5.1 0.- Varianza, error esfbndary valores t de Student sobre la producción 
Micronronospora Nocardioides. Streptomyces 
SP. iriostininrs 
MLl ATCC 39419 ATCC 21043 
-. -. 
Valor-t 1 C.~oef? i Valor-t 1 C.Coef.4 
............................... 
I " " 0.001599 j 136.58486 
0.0399874 1 11.686952 
+8.548 +99.9% 
" Levadura +9.208 +99.9% 
............................................. 
-1,659 -90.2% 
.......... 
-2.354 -95% 
............................................. 
"Caco3 " +1.714 
.......................... .................. 
'~arianza de cada efecto (Xr) = ~1Eb)z 
n 
2= Error estándar (SE.r)= (dver) 
3t= Cálcuio de la "t" de Student= EJJV.~ 
4C.Conf.= Coeficiente de Confianza (%) 
5.2.2.- Optimización del medio de producción según el modelo 
autodirigido de Hendrix de las cepas productoras de tiocoralinas 
La técnica de Hendrix esta basada en continuas reformulaciones de medios de cultivo en 
sustitución de los que peor potencia antitumoral han presentado en cada serie de 
fermentaciones. Para ello, se seleccionaron los nutrientes que mostraron una mayor 
influencia en la producción de actividad antitumoral y se formularon una serie de 
medios de cultivo donde se ensayaron diferentes concentraciones de estos componentes. 
Al finalizar la fermentación se analizó la potencia antitumoral de los caldos y se 
desecharon los medios en los que se detectó menor nivel de actividad. A continuación, y 
por cada medio desechado, se reformuló uno nuevo mediante el proceso descrito en 
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Materiales y Métodos. Se volvieron a fermentar los organismos en estos nuevos medios 
y se analizó la actividad antitumoral producida. Este proceso de sustitución de los 
peores medios y formulación de nuevos se repitió cuatro veces, desechándose cada vez 
los seis medios de menor potencia antitumoral. 
Se tomó de partida la matriz empleada en Plackett y Burman. Los valores de 
concentración (g/l) de cada nutriente fueron evolucionando dependiendo de los cambios 
suf?idos en las reformulaciones. Los valores de t representados en la tabla 5.11 y 5.12 
representan los coeficientes de confianza obtenidos en el capítulo anterior. En Anexos 
se detallan las matrices utilizadas, así como los resultados completos obtenidos. 
Tabla 5.11.- Evolución de lasvaloresprontedio (en gA) de cada nutriente en las reforntulaciones 
entpleadas con la cepa MLI 
Gluc Alm Lev Mal Pep HK2P0, Caco3 PAT' 
t enP& Placebo +97% +97% Placebo +95% -95% +90% 
Media-l 16.5 22 5.5 5.5 5.5 0.55 2.75 0.095 
Media-2 20.1 31.6 7.9 5.5 5.5 0.43 2.75 0.148 
Media-3 19.5 35.9 10.4 5.5 7.7 0.35 3.76 O. 163 
Media-4 21.2 33.9 11.7 5.4 6.2 0.28 3.39 O. 137 
Media9 17.9 34.8 11.8 5.4 7.2 0.25 5.00 O, 196 
PAT': Media ariin~étim de las PATde las 6peores valores (r~ormuladas) 
t en P&p: Confianza según méfodo de Placketty Bunnan pam 3 gmdos de libettad. 
Glu -glucosa: Alm = almidón: Lev = levadura entera; Mal = extracto de ntalta; Pep = peptona 
Tabla 5.12.- Evolución de las valores promedio (en g/i) de cada nutriente en las refornrulacianes 
enrpleadas con la cepa ACM2 
Gluc Alm Lev Mal Pep HK2P04 Caco3 PAT' 
ten P&B* +98% Placebo +97% Placebo +94% Placebo -94% 
Media-1 16.5 22 5.5 5.5 5.5 0.55 2.75 0.028 
Media-2 23.7 26.8 5.5 6.7 5.5 0.55 2.15 0.029 
Media-3 29.5 25.2 6.6 3.9 5.5 0.55 1.89 0.03 1 
Media-4 32.1 24 8.1 5.6 8.9 0.50 1.97 0.037 
Media-5 32.6 18.9 7.4 4.7 9.1 0.48 2.50 0.036 
PAT' : Media aritmética de las PATde las 6peores wlores (r&omuladas) 
t en P@: Colfianza según método de Placketr & Bum~an 
Al ir representando grscamente las evoluciones de las concentraciones de nutrientes 
calculadas, se obtuvieron los siguientes ajustes a líneas de tendencia logarítmica, al ser 
la que mejor se ajustó a los puntos obtenidos en aquéllos nutrientes que evolucionaron 
con mayor grado de significación. 
Grá4cas 5.2 y 5.3.- Evolución de los promedios de glucosa y aln~idbn lintizando las series de 
reforntulaciones. 
- 
Glucosa 
(m.) 20 X R m  1  Descartes 
o 
o 1 2 3 4  
Almidón 
40 
30 
(glu 20 
10 
O 
O 1 2 3 4  
y = -1.2261 Ln(x) + 24.554 
v = 0.065 
y = 1.4855Ln(x) + 17.618 
W = 0.2592 
I 
y = 10.595Ln(x) + 16.735 
W = 0.982 
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Grájicas 5.4.- Evolución de los promedios de levadura entera al ir optimizando las series de 
rejm~ulaciones. 
Levadura 
.""F 5 
O Descartes 
o 1 2 3 4  
y = 1.553Ln(x) +5.133 
RZ = 0.754 
Gráficas 5.5 v 5.6.- Evolución de los promedios de extracto de malta v peptona al ir optimizando las 
series de rerOrmulaciones 
Exto. Malta 
10 
ACbQ 
0 1 2 3 4  
Gráficas 5.7 v 5.8.- Evolución de los oromedios de HKZP04 v CacoI  al ir optinzizando las series de 
re/órn~u/aciones. 
y = -0.0669Ln(x) + 5.5241 
R2 = 0.6025 
Peptona 
10 
&S ACrn 
Descartes 
o 1 2 3 4  
Sustituyendo en cada una de las fórmulas el valor de x = 5 (5 valores de x obtenidos: 4 
descartes más el valor de partida), se obtuvieron los medios optimizados. re~resentados 
y = -0.6324Ln(x) + 5.8855 
R2 = 0.1466 
y = 1.064Ln(x) +5.4012 
RZ = 0.4586 
y =23553Ln(x) +4.6448 
RZ = 0 . W  
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Tablo 5.13.- Medios optiniizados por la técnica unidireccianal de Hendrix 
Glucosa Almidón Levadura Malta Peptona HK,POI Caco3 
MLl 20 37.5 12.21 5.42 7.11 0.25 4.29 
ACM2 33.78 22.5 7.63 4.84 8.43 0.50 2.98 
Todos los valores en gL Suplementación de lOg//I de sales niarinas. 
Confirmación de la optimización: 
Se realizaron fermentaciones de ambas cepas para comparar el efecto real de la 
optimización, utilizando el medio promedio de la matriz Plackett y Burman (Media-1 en 
tablas 5.1 1 y 5.12) como control a optimizar fiente a los medios descritos en 5.13. 
Se fermentaron en matraces Erlenmeyer de 2 litros con 250 ml de cada medio, se 
realizaron muestreos para medidas del crecimíento (como % VM) a 48, 72, 96, 144 y 
192 h; los extractos se realizaron sobre caldo entero de 72, 96 y 144 h. La valoración de 
la actividad antitumoral se realizó frente a P388 QCso de los extractos en pglml). Los 
resultados obtenídos se reflejan en la Tabla 5.14. 
Tobla 5.14.- Resultados obtenidos en la coniprobación de lo optimización unidireccional 
MLI ACMZ 
Ref VM ...... -.e rng/rnl ICso PAT VM mghi ICso PAT 
Control 48h 9 - - - 8 
5.2.3.- Optimización según el modelo de diseño central compuesto de 
Box-Wilson de las cepas productoras de tiocoralinas 
Técnica basada en el estudio de las respuestas obtenidas al díseñar una seríe de medios 
de fermentación que combinan cuatro componentes del medio de fermentación 
ensayados a cinco niveles (concentraciones). Las variables se seleccionaron por su 
efecto sobre la fermentación mediante un diseño de Plackett y Burman. Cada una de las 
cinco concentraciones distintas a las que se ensayó cada componente se codificaron 
como -2, -1, 0, 1 y 2. Las ecuaciones de predicción se formularon para describir los 
efectos individuales Xi, las intemelaciones binarias XiX!, (entre dos variables), 
ternarias XiXjXk (modulación de la respuesta por interrelacion entre tres elementos) y 
62 Resultados 
para describir los efectos cuadráticas xi2 (curvatura del sistema). La bondad del ajuste 
de la ecuación de predicción a los datos reales se determinó por el coeficiente de Fisher. 
5.2.3.1.- Cepa ML1 
Las variables seleccionadas mediante el sistema de Plackett y Burman por su efecto 
sobre la fermentación de la cepa MLI fueron almidón, peptona, levadura y fostato 
dipotasiw. 
Todos los medios contuvieron además glucosa 5gIl; Caco3 4 g/l y sales marinas 10g/l. 
Los cuatros nutrientes seleccionados se ensayaron a cinco concentraciones diferentes 
que se codificaron como se especifica en la Tabla 5.15 para facilitar los cálculos. En 
este caso se seleccionó el valor (0,0,0,0) como almidón 30 g/l, peptona 3 g/l, levadura 
10 g/l y fosfatos 5 mg/ml. 
Tabla 5.15.- Concentraciones de nutrientes a emplear en la cepa ML1 
Todas los valores en gd, excepto fosfalos. 
El diseño de la matriz vino determinado por el diseño de Box-Behnker (Greashan~ e 
Inamine, 1988), equivalente al de Box-Witson (Stroebel et al., 1993). 
Tabla 5.16.-Medios de fernrentación ensayados para la mejora del nredio de fernrentación mediante el 
sistema de correlacidn múltiple y resultados obtenidos en la cepa MLI. Las dferentes concentraciones 
de cada variable aparecen cod8cadas tal y como se muestra en la Tabla 5.15 
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Las principales posibilidades de interrelación pueden ser; 
1 .- Lineales + binarias + cuadráticas 
y = 2 + alxl + a2x2 + a3x3 + a4x4 + a5xlx2 + ~ ~ 1 x 3  + a7x1x4 + asx~x3 + agx~x4 + a10x3x4 + 
a11x1 + ~ I Z X Z '  + a13x3' + a1.m2 
2.- Lineales. binarias. temarias v cuadráticas 
y = ao + alxi + a2x2 + a3x3 + a4x4 + a5x1x~ + %X1;3 + a7xlx4 + a~x;x3 + agxm + a10x3%+ 
~ ~ I X I X Z X ~  + al~xlx~x4 + a13xzx3x4 + a14xi2 + al~xz + a16x3~ + ~117x4 
3.- Lineales, ternarias v cuadráticas 
2 2 2 y = a, + alxl + a2x2 + a3x3 + a4x4 + asxlxzx3 + a6xlx~x4 + a7x~x3x4 + ~ S X I  + a9Xz + a1oX3 
+ a1m2 
La Tabla 5.17 resume los resultados obtenidos en cada una de las posibilidades. 
Tabla 5.17.-Interrelononespara MLl 
La mejor relación de Fisher se dio en las interrelacíones múltiples lineales + binarias + 
temarias + cuadráticas, por lo que se desarrollaron todos los demás cálculos, tal y como 
se refleja en la Tabla 5.18. 
Correlación 
múltiple (R) 
0.66 
0.77 
0.73 
Tipo de 
interrelación 
1 
2 
3 
. 
Fisher= Regresión/Desviación 
Término 
independiente 
0.32 
0.32 
0.35 
Desviación 
2.75 * 10.' 
2.4 * 10" 
2.93 * 10.' 
Regresión 
66.9 * 10" 
5.56 * 10.' 
5.23 * 10" 
índice de 
Fisher 
2.21 
2.29 
1.79 
Grado de 
significación 
94% 
94.5% 
92% 
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Tabla 5.18.- Desarrollo de la interrelación 2paraML1 
Variables Coeficientes 
m) 
.-.., ~ 
AInl (XI) 3.61 
Pep (X2) -6.86 
kv&)  7.36 
Fos m -4.82 
Alm + Pep W I ~ Z )  10.34 
Alm + M (XI&) 9.29 
Alm + Fos (X&) 2.02 
Pep + Lev (x2x3) 4.59 
Pep + Fos WZ&) -5.40 
Lev + Fos (X&) 1.52 
Alm+Pep+Lev (XlXzX3) 2.46 
Alm+Pep+Fos (XIXZ&) -6.02 
Alm+Lev+Fos (X1X3&) -2.10 
Pep+Lev+Fos (x2x3&) -7.27 
Almz (x!') -7.02 
pepZ (xZ) 7.30 
Le* (x?) -2.08 
Fosz (K2) -7.70 
AInz = almidón; Lev = levadura entera: Pep = peptana; Fos = HKzPO, 
Resolviendo el polinomio para obtener la variable dependiente y (predicción o 
estimación), se obtuvieron los valores estimados. 
La comparación entre resultados predecibles y reales, así como la desviación entre ellos 
desviación = valor real - valor estimado / real xlOO (en valor absoluto), vino reflejada 
en la siguiente Tabla: 
Tabla 5.19.- Comparación de resultados reales con predicciones 
Valores de y reales Valores de y estimados Estimados-Real x 100 
Real 
1 0.68 0.72 6% 
2 0.23 0.25 9% 
3 0.29 0.18 38% 
4 0.34 0.26 2456 
5 0.43 0.43 0% 
6 0.34 0.31 9% 
7 0.36 0.26 28% 
8 1.02 0.89 13% 
9 0.34 0.36 6% 
10 0.24 0.29 2 1% 
11 0.21 0.13 38% 
12 0.24 O. 13 46% 
13 0.47 0.49 4% 
14 0.25 0.3 1 24% 
15 0.19 0.06 68% 
16 0.55 0.45 18% 
17 O. 13 0.22 69% 
18 0.29 0.36 24% 
19 0.92 0.75 18% 
20 0.14 0.47 >100% 
2 1 0.05 0.09 80% 
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Valores dey reales Valores dey estimados Estimados-Real x 100 
5.2.3.2.- Cepa ACM2 
Selección de variables: glucosa; levadura; peptona y carbonato cálcico. 
Suplementación en todos los medios de almidón 5 g/¡, HK2P04 0.55 gli, sales 10g/l 
En este caso se seleccionó el valor (0,0,0,0) como glucosa 30 g/l, peptona 3 g/l, 
levadura 10 g/l y carbonatos 4 g/l. El resto de valores vieneieflejado en la Tabla 5.20. 
Tabla 5.20.- Concentraciones de nutrientes empleadas para la cepa ACMZ 
Se utilizó la misma matriz que en el caso anterior, pero con las variables propias. 
lucosa 
1 
15 
30 
45 
Tabla 5.21.- Composición de los medios de fermentación en~pleadosy resultados obtenidos para la cepa 
ACM2 utilizando el diseño de Box- Wilson para estudios de correlación nitiltiple. 
PAT 
0.111 
0.02 
4 1 15 1 6 
Peptona 
1 
2 
3 
+1 
60 
Levadura 
1 
5 
10 
Caco, 
o 
2 
4 
5 20 8 1 +2 
Cdicación 
-2 
-1 
O 
Todos los valores en g/l 
66 Resultados 
30 1 O O 1 0.295 ( 11 1 0.027 
31 1 O 1 0 1  0 O 1 0.33 1 14 1 0.024 
G ~ u  =glucosa; Pep =peplona; ,.,',,,v = fiadura 
Se estudiaron los tres supuestos más lógicos de posibles interrelaciones con las mismas 
ecuaciones descritas en el apartado anterior 
1.- Lineales + binarias + cuadráticas 
2.- Lineales + binarias + temarias + cuadráticas 
3.- Lineales + ternarias + cuadráticas 
La mejor relación de Fisher se dio, como en el caso anterior, en el tipo 2, por lo que se 
desarrollaron todos los demás cálculos a partir de esa correlación. 
Tabla 5.22.- Inlerelacciones de la cepa ACM2 
Tabla 5.23.- Desarrollo de la inlerelacci6n de tipo 2 
Variables Coeficientes 
(bJ *lo" 
Glu (XI) -0.46 
Pep (XZ) 0.71 
Leva (X3) -1.08 (u -3.32 
Glu + Pep (X1X2) 5.26 
Glu + Lev (X,X3) 1.34 
Glu + Carb (XIX) -3.41 
Pep + Lev (x2x3) 6.71 
Pep + Carb (X2X) -3.64 
k v  + Carb(X3&) -7.76 
Glu+Pep+Lev (XlX2X3) 3.36 
Glu+Pep+Carb (X1X2&) -0.46 
Glu+Lev+Carb (XiX&) -3.74 
Pep+Lev+Carb (X2X&) 3.79 
G1u2 (X:) 0.94 
pep2 (XZ) 0.99 
(x:) 1.01 
carb2 (&2) 1.47 
Glu =glucosa; Lev = levadura enrera; Pep =pepona; Carb = Caco3 
Tipo de 
interrelación 
1 
2 
3 
" Fisher= Regresión/Dewiación. 
independiente 
2.86 * 10" 
2.86 * 
2.89 * 10.' 
Desviación 
5.57 * 10" 
4.28 ' 10" 
4.39 * 10" 
Índice de 
FisheP 
2.70 
3.21 
3.12 
Regresión 
1.50 * 10.' 
1.38 * 
1.37 * 10" 
Grado de 
si ificación 
97% 
98% 
98.5% 
Correlación 
múlti le (R) 
0.702 
0.828 
0.811 
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Resolviendo como en el caso anterior el polinomio para obtener la variable dependiente 
y (predicción o estimación), se compararon dichos datos Tabla 5.24 
Tabla 5.24.- Comparación de resultados realesy predicciones de la correlación 2 
Valores de y reales Valores de y estimados 
1 0.111 0.070 
2 -0.020 0.020 
3 0.104 0.051 
4 0.096 0.056 
5 0.145 0.111 
6 0.182 0.090 
7 0.109 0.074 
8 0.450 0.420 
9 0.3 11 0.292 
10 0.240 0.233 
11 0.014 0.006 
12 0.012 0.006 
13 0.021 0.020 
14 0.019 0.009 
15 0.021 0.008 
16 0.046 0.046 
17 0.015 0.076 
18 0.024 0.057 
19 0.019 0.054 
20 0.024 0.083 
21 0.019 0.091 
22 0.026 0.048 
23 0.053 0.154 
24 0.029 0.021 
25 0.030 0.029 
26 0.032 0.029 
27 0.035 0.029 
28 0.025 0.029 
29 0.029 0.029 
30 0.027 0.029 
3 1 0.024 0.029 
Diferencia 
37% 
5.24.- Efecto de  la adición de análogos del ácido 3-hidroxi-2- 
qhiinolincarboxílico y aminoácidos sobre la productividad de las cepas 
p~oductoras de tiocoralinas 
Para realizar dicho estudio, se utilizó el medio MB, en el que los niveles de actividad 
antitumoral eran semejantes en las cepas MLI y ACM2. Al realizar varios muestreos de 
cada matraz, se emplearon volúmenes mayores (matraces Erlenmeyer de 2 litros con 
250 ml de medio. Se valoró la cantidad de extracto obtenido, así como su actividad 
antitumoral frente a leucemia de ratón P388 para establecer las potencias antitumorales. 
5.2.4.1.- Adición de análogos de grupos cromóforos 
El primer experimento se realizó únicamente con la cepa MLI, valorándose la PAT a 
las 144 h. Las adiciones se realizaron aííadiendo los productos como polvo seco a las 48 
h de la inoculación hasta conseguir una concentración final de 2.5 mM. 
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Grupo crornófiro integrante de la moléculo de tiocoralinos 
cido 3-Hidroxiquinolin-2-carboxllico 
Se seleccionaron compuestos comerciales análogos a la estructura anterior, 
fundamentalmente derivados quinoxalinicos y quináldicos. En la Tabla 5.25 se 
especifican los grupos empleados. 
Tabla 5.25.- Análogos empleados en adicíones a caldos de MLl a las 48h de la inoculación 
Nombre Ref. Estmctura Nombre 
P H  
ácido 4- ácido 4.8- 
Hidroxiquinolin-2- dihidroxiquinolin 
W H  carboxilico WH -2-carboxilico 
ANA-2 a X I < O H  ácido 3-Hidroxi-2- ANA4 ácido Cromón-2- 
CWH quinoxalin carboxilico 
corboxilico 
ANA-3 wWH ácido 4-A4efoxi-2- ANA-7 ácido Couniarin- 
quinolin CWH 3-carboxilico 
& ~ 3  corboxilico 
ANA4 
C W H  
ácido 7-Metoxi-2- 
benzofurán 
bc~3  carboxilico 
Los resultados obtenidos quedan reflejados en la Tabla 5.26. 
Tabla 5.26.- Resultados obtenidos por la adicibn de análogos a cultivos de ML1 
Ref. L: ,,*., ".<, ~:: :.,~< mg" mminh' PAT 
.. , . A . , ,  : . ,%,:; :-*:IS$'g$'? igi:v" ,,,,.,,.,.... , .  . .. .. .; o/' 
.:,:::;:~~~Q~<A:;::z*:<:!$;3~$~~;,.';'.<. .. -,.,., ; '>:  : . .:....@:S':;. .. :, ., 
.,., F.$;::<:~a:?~*>;:;;;;g@:;?:;:;$;;;;; :. .:i@:?; : ;: .<<a-, ,,w..,...,.,..,. ~..:.*%x.::::..,h">.".,~.~,., ..-r ,.-. -. -::: ..;.. v.. I^ ;:. ..:>-..S* ..,....?..,. X . A .  .. . . . . . . . . . . . . . . . 
ANA-1 120 6.5 2.5 48 109 
ANA-2 135 7.5 1.7 79.4 180 
ANA-3 115 9.8 11.7 27 
ANA-4 135 6.5 3 45 102 
ANA-5 105 10 10.5 24 
ANA-6 95 7.5 12.7 29 
ANA-7 100 7.5 13.3 30 
' nini de inhibición sobre B.subtilis de 20pg extracto/disco ' % de productividad releida al 100% del 
control Análogos empleados: ANA-] (ác.4-hidroxiquinolin-2-carboxilico) ANA-2 (ác.3-hidroxi-2- 
quinoxalincarboxílico) ANA-3 (ác.4metoxi-2-quinolincarboxilico) ANA-4 (ác. 7-niefoxi-2- 
benzofuráncarboxilico) ANA-5 (ác.4,8-dihidroxiquinolín-2-carboxilico) ANA-6 (ác.cronián-2- 
carboxílixo) ANA-7 (áccoumarín-3-carboxilico) 
A la vista de los resultados anteriores, se seleccionaron los análogos ANA-1 y ANA-2 
al aparentar cierta mejoría de los valores de potencia antitumoral. Se volvieron a añadir 
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a las 48 h de la inoculación, pero a diferentes concentraciones finales y sobre las dos 
cepas de tiocoralinas, tal y como se detallaen Métodos. Las valoraciones se realizaron a 
72,96, 144 y 192 h de la inoculación. Los resultados se representan en las gráficas 5.9 a 
5.12. 
Gróficas 5.9 v 5.10.- Efeco de la adición de ANA-1 o 48 h sobre las PAT 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
Gráficas 5.11 v 5.12.- Efecto de la adición de ANA-2 a 48 h sobre las PAT 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
72 96 120 144168 192 
' Horas 
5.2.4.2.- Adición de aminoácidos 
Se seleccionaron los aminoácidos L-cisteina v L-elicina Dor ser inteerantes de la < ., " 
estructura de las tiocoralinas y L-tirosina y L-triptófano por la posible regulación que 
presentan en procesos del metabolismo secundario en algunos microorganismos. 
Los diferentes aminoácidos se adicionaron a las 48 h de la inoculación en soluciones 
acuosas esterilizadas (ver Métodos) hasta alcanzar unas concentraciones finales de 0.25 
M, 2 mM y 5 M. Los muestreos se realizaron a 96, 144 y 192 h, excepto para L- 
cisteina que también se realizó a las 72h. Los resultados quedan reflejados en las 
gráficas 5.13 a 5.20. 
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Adición de L-glicina: 
Grájicas 5.13 y 5.14: Efecfo sobre la PAT de adiciones de L-glicina a 48h de la inoculación 
PAT 120 
100 
80 
60 
40 
20 
o 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
Adición de L-tirosina 
Gráfias 5.15 y 5.16: Ejécto sobre PAT de adiciones de L-tirosina a 48h de la inoculación 
MLl+L-Tyr ACMZ+L-Tyr 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
Adición de L-triotófano 
GráJicas 5.17 y 5.18.- Efecto sobre PAT de adiciones de L-triptófano a 48h de la inoculación 
PAT 120 120 
IW -control 
80 -€ii-0.25mM 
w 4 2 . 0 m M  
40 X 5 . O m M  40 20 20 
o o 
72 96 120 144 168 192 72 96 120 144 168 192 
Horas Horas 
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Adición de L-cisteína 
Grófcas 5.19 y 5.20.- Efecto sobre PATde adiciones de L-cisleína a 48h de la ínoculaci6n 
Horas 
72 96 120 144 168 192 
Horas 
Una vez obtenidas las condiciones de fermentación adecuadas, se procedió al estudio de 
las condiciones de extracción de los caldos y purificación de los compuestos, por medio 
de la aplicación de técnicas cromatográficas, acopladas a la detección de compuestos 
con actividad biológica. 
5.3.1.- Extracción y purificación de tiocoralinas 
Se realizó la extracción del caldo clarificado y del micelio por separado, uniéndose 
posteriormente. El disolvente empleado fue acetato de etilo por su inrniscibilídad con el 
agua y por su adecuada polaridad y volatilidad, lo que lo hace idóneo para su 
recuperación después de la destilación. 
El extracto obtenido al evaporar las fases acuosas fue extraído de la mezcla 
hexano:NaCI:MeOH con acetato de etilo. Postenomente, se hicieron particiones con 
hexano: acetato de etilo: diclorometano:metanoI, separarándose fracciones enriquecidas 
en tiocoralinas A, B y C del compuesto más polar, E. En los siguientes procesos se 
utilizaron diversas técnicas cromatográficas e n  columna, realizando el seguimiento de 
fracciones por TLC y bioautografia sobre Bacillzis subtilis. El Esquema S .  lrepresenta la 
extracción y purificación completa de las nuevas tiocoralinas. 
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t 
Caldo entero 501 
Ciarifícación 
15.000 rpm. 0.3 bar. 
Mücelio e Caldo clarificado 
( 3 5 0 ~ )  (48.51) 
t -Acelalo de etilo = + 
Extracto debicelio Extracto de caldo 
(15 g) (12 g) 
Extracto cmdo 1 +---I 
Fase alcohólica-acuosa Fasehemo 
Fase organica - y Fase alcohol-acuosa 
IExtracto. cmdo Ii 
(12g) , 
hexano/acetaro elilo/dicloromerana/n~etanol 
'I 
Fracciones 1 a 4 Fracciones 5 a 9 kacfiones 10 a 11 
(5g) (4g) 
Silicaj: norma 
(Hex:EIOAc:2-PrOH) (CH3CI:MeOH) 9: 1 
1:7:0.2 
Exto TA Exto TB Exto TC Exto TE'S 
(1250 mg ) (185 mg) (550 mg) (900 mg) 
EX~OTA E ~ O T B  E = ~ O  TC E X ~ O  TE'S 
Precipitación 
CH2CI2MeOH Triluracibn/FiIIración 
4 Hexano-Metanol 
TA TB TC TE'S 
( 3 5 0 ~ ~ )  (1Omg) (27 mg) (45 mg) 
Una vez comprobada por HPLC la ausencia de impurezas, los nuevos productos fueron 
sometidos a técnicas de elucidación estructural: espectrometna de masas (FAB+) y 'H y 
13 C RMN (ver espectros en Anexos). 
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5.3.2.- Estructuras químicas. Perfiles cromatográficos y solubilidades 
La estructura de la tiocoralina A (TA) fue totalmente elucidada por Pérez-Baz (Pérez- 
Baz et al., 1997) (Fig. 5.1), A partir de los datos de masas y '% RMN, se dedujo la 
estructura de la tiocoralina B (TB). La estructura de tiocoralina C (TC) debe ser muy 
similar a la representada en la Figura 5.1, a falta la total confirmación. 
Fig. 5.1 Estruciuras de las tiocoralinas 
Compuesto 
Tiocoraiii A VA) 
Tiocoralina B (TB) 
Tiocoralina C (TC) 
Tiocoralina E (TE) 
Fórmula estructural Ion Molecular (M+H) 
C~SHS~NIOOIZSS 1.157 
C4sHssNioOizSs 1.159 
C~SH~SNIOOI-S. 1061 
Sin determinar 1.063 
La coincidencia entre TC y el compuestos BE-22179 (Okada et al., 1994) es exacta en 
la comparación de espectros de resonancia 'H RMN, masas, movilidad cromatográfica 
en capa fina y actívidades biológicas. Sin embargo, el análisis del espectro "C RMN 
presenta ciertas dudas, es por ello que se realizó la acetilación del compuesto para 
clarificarlo. (Ver Anexos). 
Las características cromatográficas de éstos compuestos se reflejan en las Tablas 5.27 y 
5.28. 
La cromatografia en capa fina se realizó sobre placas de silicagel G60 (Merck). Se 
tomaron los Rfcomo el cociente entre la distancia recomda por el compuesto y la 
recomda por el frente. 
Tabla 5.27.- Rf de tiocoralinas en diferentes sistemas de elución 
Compuestos 1 11 111 IV 
T A 0.55 0.70 0.81 0.65 
TB 0.51 0.54 0.76 0.57 
TC 0.43 0.40 0.52 0.55 
TE O O O. 10 0.44 
Fases nióviles: I (EtOAc:CH3:AcOH 1O:S:O.lS); II (EIOAc:CH3CI 1r4): 111 (Hex:EtOAc:2-PrOH 
1:7:0.2); IV (CH3Cl:MeOH 9/1). 
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Al carecer de patrón interno, no se pudieron determinar los grados de pureza de cada 
compuesto, aunque se estimaron como suficientes para su identificación y 
determinación de actividades biológicas (cromatograrnas HPLC en Anexos). 
Empleando el sistema cromatográfico de alta presión especificado en Métodos (Columna: 
Zorbax SB C18 3.5- 150x4.6mm F.móvil: Gmdíente AcN: H20 ( 40'X- 90% en 20'. Flujo: 
1 .5dmin  Detección ó W 3 ~ ~ )  se obtuvieron los siguientes tiempos de retención: 
TA : 16.5 rnin.; TB: 15.8 rnin.; TC: 13.4 rnin.; TE : 9.5 min. 
Sin embargo, empleando el sistema de HPLC inicial de visualización de TA (Pérez-Baz 
et a[., 1997) se produce un solapamiento entre los compuestos TA, TB y TC 
(comunicación personal Pérez-Baz, Mayo 1998) 
La escasa solubilidad en medios acuosos y alcohólicos de los compuestos 
quinoxalínicos y quinolinicos, y los cambios conformacionales existentes en disolución 
(AIfrehon et al., 1990; AIfrehon et al., 1991), quedó reflejada al realizar el espectro 
de solubilidades por la observación directa mediante lupa binocular de la desaparición 
de partículas al enfrentarse a diferentes disolventes. La Tabla 5.28 resume dicha 
experimentación. 
Tabla 5.28.- Espectro de solubilidades de tiocoralinas 
H20 Hex EtOH MeOH AcN EtOAc CHzCll CH3CI DMSO 
TA -- -- -- - + + ++ ++ ++ 
TB - -- -- - + + ++ ++ * 
TC - -- -- - + + ++ * * 
TE - - -- - - + * ++ * 
-Insoluble. -Muy poco soluble. O+ Poco soluble. ++Muy soluble 
5.4.- ACTNIDAD ANTIMICROBIANA DE TIOCORALINAS Y 
EQUiNOMICIP4A 
5.4.1.- Inhibici6n bacteriana en medio sólido 
Para comprobar la difusión de los compuestos en el agar, se realizó la lectura de los 
halos de inhibición sobre dos microorganismos Gram positivos y otros dos Gram 
negativos. Los microorganismos se prepararon tal y como quedó indicado en Métodos. 
La incubación de las placas de las bacterias a ensayar con los discos de muestra, se 
realizó a 3S°C durante 12h. Los resultados de las medidas (en mm) de los diámetros de 
los halos de incubación quedaron reflejados en la Tabla 5.29. 
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Tabla 5.29. Lectura de halos de inhibición sobre medio sólido 
5.4.2.- Determinación de las MIC sobre medio líquido 
Para la cuantificación de la MIC (mínima cantidad de producto que inhibe el 
crecimiento de microorganismos), se empleó el método de dilución en placa microtiter. 
La incubación se realizó a 30°C durante 12 h y la lectura de absorbancia se realizó en 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm (ver Métodos). La tabla 5.30 
muestra los valores obtenidos por las tiocoralinas, equinomicina y estreptomicina como 
control. 
Tabla 5.30.- Lectura de MIC en ~ / m l  
Conzpuesto Micrococcus Bacillus Staphylococcus Escherichia Pseudonzonas 
luteus subtilis aureus coli aerueinosa 
ATCC 9341 ATCC 6633 ATCC 6538-P ATCCIO536 ~ ~ C Z 9 0 2 7  
T A 32 0.015 0.25 >lo0 >lo0 
T B 32 O. 125 0.25 >lo0 >lo0 
T C 4 0.0007 0.007 >lo0 >lo0 
T E  64 0.125 0.5 >lo0 >lo0 
Equinomicina <O. 125 0.0003 0.0 15 2 >lo0 
Estreptomiciua 0.25 nd 0.5 <O. 125 1.5 
nd: no determinado 
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5.5.-ACTWIDAD ANTITUMORAL ZN VZTRO DE TIOCORALINAS Y 
EQrnOPvlICINA 
Se determinó la actividad antitumoral in vitro frente a cultivos de células 
inmortalizadas, según las condiciones descritas en Métodos. La determinación de los 
valores de ICso se basó en el conocimiento de la concentración que inhibió el 
crecimiento del 50% de las células. Los valores del efecto antitumoral quedaron 
reflejados en la Tabla 5.31. El control de toxicidad in vitro se realizó sobre una línea 
celular inmortalizada, no tumoral. 
Tabla 5.31.- Determinación de ICm ( ¡M)  de tiocorolinosy equinomicina 
Re f. P-388 A-549 HT-29 MEL-28 No tumoral 
.,..... >.." ...,........,...... " .."" """" ........................................................... * " 
TA 1 . 7 3 * 1 0 - ~  1 . 7 3 * 1 0 - ~  1.73*10- 1.73*10- 8.65 
Echinomicin ~ 1 . 8 2 * 1 0 - ~  0.45*10J 0.45*105 0.18*105 1.82*104 
Valores de ICso en nrM 
' Datos bibliográficos (Yoshinari et al. 1994) BE-22179 (=TC?) ICm en P-388: 2 . 8 2 * 1 0 ~ ~ m ~  
5.6.- MECANISMO DE ACCIÓN DE TIOCORALINAS Y EQUINOMICINA 
Se pretendió conocer el mecanismo de unión al plásmido pBR322, deduciendo la fuerza 
de unión, la reversibilidad y el posible desplazamiento de la tiocoralina y equinomicina 
al entrar en contacto con un intercalador no específico como el bromuro de etidio. Para 
descartar posibles roturas del DNA, así como posibles uniones covalentes a las bases 
nitrogenadas, se procedió a la extracción y precipitación del plásmido después de haber 
estado en contacto con las drogas, con o sin incubación con topoisomerasa 11. 
5.6.1.- Estudios de unión DNA-tiocoralinas 
Se procedió a la incubación, de tiocoralina A y equinomicina con pBR322, 
vísualizando posteriormente la movilidad electroforética del plásmido. Una vez 
finalizada la electroforesis se tiñó el gel con bromuro de etidio. (Figura 5.2) 
Figuro 5.2.- Incubación de pBR.322 (200ng) con tiocoralina A (calles 2 a 4) y equinomicina (5 a 7). 
Tición con bromuro de etidio después de realizar la electroforesis sobre gel de agarosa 1%. 
1 2 3 4 5 6 7  
C': pBR322 sin conlpuesto. 
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Se procedió a realizar la incubación en las mismas condiciones que en el caso 
anterior, excepto que en esta experimentación, se añadió el BrEt al gel y al tampón 
de electroforesis antes de cargar las muestras. 
Fir. 5.3:- Incubación de pBR.322 (200ng) wn ~~lidinal (2), tiocoraiii A.(3 a 5) y equ&bmicina(6 a 8). 
Tinción wn bromuro de etidio al gel antes de realizar la electroforesis sobre gel de agarosa 1% 
Se procedió a la extracción y precipitación del plásmido después de su incubación 
con los productos (calles 7 y 8). Se procedió a teñir el gel después de  haber sido 
realizada la electroforesis (Figura 5.4) 
-.-Comparación de la movilidad delplúsmido pBR322 sin producto (1) y con tiocoralina A (2) 
5.6.2.- Efecto sobre Topoisomerasa II 
e Se incubaron tiocoralinas (TA y TB) con pBR322 en presencia y ausencia de 
topoisomerasa 11 (Drosophila melanogaster) tal y como se detalla en Métodos. Se 
desarrolló la electroforesis sin BrEt. Figura 5.5, 
Péptido compuesto por 7 restos amínoacidicos, wn peso molecular similar a Tiocoralina A, con elevada 
actividad antitumoral, desarrollado por PharmaMar 
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Fia. 5.5.- Electroforesis sobre gel de agarosa 1% con tinción con bromuro de etidio despub de finalizar 
la misma Se utilizó Aplidina como control negativo. Ticcoralha A con topo 11 (calles 4 a 6) y sin topo11 
(7 a 9). Tíocoralina B con topo 11 (10 a 12) y sin topo 11 (13 a 15) 
C': pBR322 sin enzima ni compuesto. 
C? p B ~ 3 2 2  + Iopoisomerasa II 
Se incubaron TA y echinomicina con pBR322 en presencia de topoisomerasa 11 de 
Drosophila melanogaster. Se realizó la extracción y precipitación del plásmido tal y 
como se detalla en Métodos. La electroforesis fue llevada a cabo sin BrEt. Foto 5.5 
Foto 5.5.- Electroforesis sobre gel de agarosa 1% con tinción con bromuro de etidio después de finalizar 
la misma. 
1.- pBR322 (0.15pg) 
2.- pBR322 (O. 15pg) + topoisomerasa U (3i.J) 
3.- pBR322 (0.15pg) + topoisomerasa U (3i.J) + tiocoraiii A (8.6pM) 
4.- pBR322 (0.15pg) + topoisomerasa U (3i.J) + tiocorali A (0.9ph4) 
5.- pBR322 (0.15pg) + topoisomerasa U (3i.J) + tiocoralina A (0.OlpM) 
6.- pBR322 (0.15pg) + topoisomerasa U (3i.J) + equinomicha (9 ph4) 
7.- pBR322 (0.15pg) + topoisomerasa U (3i.J) + equinomicha (0.9 pM) 
8.- pBR322 (O. 15pg) + topoisomerasa U (3U) + equinomiha (0.01 pM) 
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6.1.- COMPARACI~N TAXON~MICA DE CEPAS PRODUCTORAS DE 
TIOCORALINAS, SANDRAMICINA Y TRIOSTINA. 
Las cepas bacterianas productoras de compuestos quinoxalínicos y derivados quinolínicos 
no forman un grupo taxonómico relacionado, abarcando muy distintos géneros de 
actinomicetos (Tabla 1.1). Lo mismo ocurre con los microorganismos productores de .los 
derivados de diyneno y los nucleósidos antimetabolitos (Foye, 1995). 
Por los estudios comparativos realizados a dos cepas de Micromonospora sp. m1 y 
ACW, productoras de tiocoralinas), Nocardioiúes sp. (sandramicina) y Streptomyces 
triostininrs (triostinas), basados en consumo de determinadas fuentes de carbono, se 
desprende que el comportamiento metabólico es muy hetereogéneo entre las cuatro cepas, 
coincidiendo en la utilización de glucosa, sacarosa y xilosa (Tabla 5.1) y en la ausencia de 
consumo de adonitol, inositol, rafinosa, iamnosa y ribosa. La variabilidad es alta al analizar 
los consumos individuales del resto de azúcares. 
Las dos cepas productoras de tiocoralinas son actinomicetos que pertenecen al género 
Micromonospora (Espliego, 1996). Pproducen ureasa, catalasa y a-glucosidasa, 
presentando mayor tolerancia al crecimiento en medio halófilo (fueron aisladas de hábitat 
marino) si bien pueden hacerlo en ausencia de NaCl (Gráfica 5.1). De ellas, 
Micromonospora sp. a l  coincide en la producción de fosfatasa con Streptonzyces 
triostiniczrs. La presencia de a-glucosidasa y catalasa es común a las cuatro cepas, así como 
la ausencía en el consumo de esculina y arginina, producción de acetoina e hidrólisis de 
piroglutamato. 
Los espectros de sensibilidad frente a antibióticos demuestran, al agrupar los antibióticos 
empleados por gmpos dependientes de mecanismo de acción (Mensa et al. 1992; Busquets, 
1980). que Streufomvces triostininrs h e  más resistente aue las demás cepas a antibióticos 
,- A 
que actúan inhibiendo la formación de pared impidiendo la síntesis de peptidoglicanos 
ípenicilinas y cefaslosporinas), así como también lo fue frente a antibióticos que actúan 
inhibiendo la síntesis de ácido fólico (sulfonamidas y diaminopirimidinas). Todas las cepas 
fueron sensibles a los antibióticos que conjugan tres efectos (polipéptidos y glicopéptidos): 
inhibición de la formación de pared (previa a la actuación de los betalactámicos), alteración 
de la permeabilidad de membrana e inhibición de la síntesís proteica. Igualmente, son 
susceptibles a inhibidores de síntesis proteica por unión a subunidades ribosomales 30s 
(tetraciclinas) ó 30s y 50s (aminoglicósidos). Sin embargo, presentaron cierta resistencia a 
los que sólo se unen a la subunidad ribosomal 50s (lincosamina y macrólidos). Las cepas 
MLl y ACM2 exhibieron mayor sensibilidad a inhibidores de DNA-girasa (similar a 
topoisomerasas en eucariotas) y a inhibidores de la RNA polimerasa (rifamicinas), siendo 
más resistentes, lógicamente, a sus propios productos (tiocoralinas) 
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6.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE NUTRIENTES SOBRE EL CRECIMIENTO Y 
LA PRODUCCI~N DE TIOCORALINAS, SANDRAMICINA Y TRIOSTINAS 
Se utilizó la técnica de Plackett y Burman (Stowe y Mqer,  1966) para valorar la incidencia 
de cada nutriente sobre el efecto causado en el crecimiento miceliar y la productividad 
obtenida. Si ninguna variable alcanza un grado de confianza significativo o muchas de ellas 
lo hacen, este método no habrá sido de ayuda, ya que las variables seleccionadas, o el rango 
de concentraciones empleado no ha sido el óptimo para hacer variar significativamente los 
resultados. 
La selección de los tres efectos (Tablas 5.4 y 5.9) menores como variables placebo (Ed), 
sirvió como estimación del error estándar del sistema (ruido de fondo), que fue en general 
bajo, tanto en las valoraciones sobre el crecimiento como en la producción, teniendo en 
cuenta el amplio rango de resultados obtenido. 
Crecimiento miceliar 
La glucosa mostró un efecto nulo sobre el crecimiento (Tabla 5.6) a 96 h y 144 h en todas 
las cepas, excepto en S. friosfininrs que tuvo coeficientes de confianza .del 94% y 97% 
respectivamente. El almidón, fuente de carbono más lentamente agotable, mostró un grado 
de significación muy alto en todas las cepas, especialmente en MLl y Nocardioides 
(superior al 99%). Un mayor coeficiente de confianza a 144 h que a 96 h, indicaría que los 
niveles de este polisacárido en el medio de cultivo a los 6 días de incubación son útiles para 
el aumento de biomasa. Similar efecto positivo se comprobó .con la levadura, superando el 
97% en todos los casos, aunque las productoras de tiocoralinas se mostraron más afectadas 
a 144 h que a 96 h. Esto indica un posible agotamiento de esa fuente nitrogenada, cosa que 
no ocumó con los otros dos organismos. 
El extracto de malta resultó tener un efecto nulo en todos los casos. La peptona fue muy 
variable, mientras que en S. friostinicus influyó negativamente (-95% significación), fue 
muy positiva para Nocardioides.(99.2%) y tuvo un efecto moderado en el crecimiento de 
las cepas productoras de tiocoralinas. Contrarios resultados se dieron con H K 2  PO4 siendo 
negativo para MLI, pero no tuvo significación para los demás microorganismos. El CaC03 
fue placebo para todos, excepto para ACM2, en cuyo caso influyó negativamente sobre la 
producción de biomasa, lo que a pnori no era de esperar al ser considerado como elemento 
con capacidad de tamponamiento de pH y sustrato para fijación de micelio. 
Producción (Tablas 5.7 a 5.10) 
Se obtuvieron resultados de alta significación en S. triosfinicus, donde tanto glucosa, como 
almidón y levadura presentaron un coeficiente de confianza superior al 99.9%. Las cepas 
productoras de tiocoralinas coincidieron en efectos nulos en la potencia de actividad 
antitumoral (F'AT) con extracto de malta, moderados con peptona (94.5%) y positivos con 
levadura (96.5%). El Caco3 fue negativo (-94%) en ACM2 y nulo en ML1; sin embargo, 
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la glucosa fue el mejor estimulante de la producción para ACM2 y placebo para MLi, a la 
inversa que lo que ocurre en estas cepas con almidón. 
La elección de las variables, o el rango de concentraciones utilizado, no fue el idóneo para 
Nocardioides sp. ya que sólo la glucosa mostró algún efecto, mostrando el resto de 
nutrientes significaciones nulas. 
Analizando los resultados obtenidos para la cepa ACM2, se observa que la glucosa no 
causaba efecto significativo en el crecimiento, pero lo tuvo máximo para la producción, al 
contrario que el aimidón, que estimulaba el crecimiento a 144h, pero no tenia influencia en 
la producción de tiocoralinas. La producción de sandramicina no se ve influenciada por 
peptona y PO&&, mientras que ambos compuestos tuvieron notable influencia en el 
crecimiento del microorganismo productor. Estos datos indicaron que las mismas variables 
pueden causar efectos diferentes en la estimulación del crecimiento y la producción. 
Los diferentes resultados de la influencia de los nutrientes sobre producción de tiocoralinas 
coinciden con lo descrito por Monaghan y Koupal en 1989. Dichos autores sometieron a 
tres cepas diferentes, productoras de tienamicina a este estudio, ínterpretando las 
diferencias observadas como la posibilidad de diferentes vías de regulación en la biosíntesis 
del mismo metabolito secundario, sin descartar otras posibilidades como diferentes 
permeabilidades de membrana a ciertos nutrientes o variaciones de saturación enzimática a 
pesar de la similitud taxonómica de los microorganismos productores. También se 
observaron diferentes efectos entre nutrientes de diferentes cepas de Saccharopolyspora 
spinosa productoras de macrólidos (Sroebel el a l .  1993), concluyendo que podrían ser 
debidas a diferencias entre las fisiologías básicas como diferentes tasas de utilización de 
glucosa o distintos niveles de actividad proteolítíca. 
6.3.- OPTIMIZACI~N DE LA PRODUCCION DE TIOCORALINAS Y ESTUDIO 
DE LAS INTERRELACIONES ENTRE NUTRIENTES. 
Una vez medidos los efectos de cada nutriente sobre la producción de tiocoralinas, se 
diseñó la composición del medio de cultivo más adecuado para cada cepa productora, según 
la técnica descrita por Hendrix en 1980. 
Después de realizar cuatro descartes completos de los seis medios con menor producción de 
cada serie de dieciséis para cada cepa, se formuló un medio mejorado de producción de la 
siguiente manera: 
- Para cada compuesto se calculo su concentración media en cada proceso de mejora y 
estos valores se ajustaron mediante una función logarítmíca. Dicha función se eligió al 
ser de tipo asintótico y por lo tanto era esperable que se ajustase mejor a efectos de 
saturación. Las composiciones teóricas de los medios que fueron siendo optimizados. 
- Una vez obtenidas las curvas de ajuste, se extrapoló al valor que cada varíable 
presentaría en un quinto proceso de mejora. De esta manera se calcularon las 
concentraciones de este medio mejorado 
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Las evoluciones de las concentraciones de cada nutriente al ir optimizándolas, (Gráficas 5.2 
a 5.8) tuvieron su concordancia con los resultados esperados por la realización de la técnica 
de Plackett y Burman para la producción de tiocoralinas. En los valores que resultaron no 
tener significación (placebos), su regresión fue baja, mientras los que mostraron mayor 
efecto sobre la producción, bien al ir aumentando o disminuyendo sus concentraciones para 
alcanzar las mejores PAT, el ajuste fue óptimo. 
De la concentración inicial de glucosa (16.5 gíl), la cepa MLI no varió significativamente 
dicho valor en el transcurso de las mejoras, demostrando su efecto placebo para la 
producción. Sin embargo, la concentración de dicho monosacárido en los caldos de la cepa 
ACMZ fue aumentando paulatinamente, demostrando su positivo efecto, con una regresión 
(R2) de 0.98 (Gráfico 5.2). Todo lo contrario ocumó con almidón, invirtiéndose los efectos, 
ya predichos por la técnica de Plackett y Burman. Coincidiendo igualmente y en todos los 
demás casos con lo esperado, la levadura (R2 de 0.98 y 0.73 en MLl y ACM2 
respectivamente. Gráfica 5.4) y la peptona (R2 0.46 y 0.61. Gráfica 5.6) mostraron una 
tendencia a incrementar su concentración, mientras que el extracto de malta no varió (de 
5.5 gíl de partida, evolucionó a 5.4 y 5.6 g/l para MLI y ACM2 respectivamente. Tabla 
5.13). El mayor efecto de inhibición sobre la actividad antitumoral detectada, se dio con 
HK&'04 en MLI, donde se obtuvo el mejor ajuste a una curva logarítmica con asintota 
negativa (R2 = 0.996. Grafica 5.7). La tendencia a la baja de la concentración de Caco3 
quedó patente en la Gráfica 5.8. 
Para la comprobación de la mejora, se fermentaron comparativamente con los medios 
deducidos de los promedios iniciales de cada nutriente (Media-1 de Tablas 5.11 y 5.12) y 
con las concentraciones optimizadas (Tabla 5.13) para cada una de las cepas. En los 
greficos 6.1 y 6.2 se observan la optimización producida. 
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Grájicos 6.1 y 6.2.- Cunm de producción en MLl yACM2 antes y después de lo optinzización 
Aunque las potencias de actividad antitumoral mejoraron a 144 h, que fue el punto de 
muestreo en la optimización realizada, las evoluciones de las curvas de producción de 
actividad fueron claramente diferentes. La cepa MLl no sólo mejoró a los 6 dias de cultivo, 
sino que mantuvo en niveles altos las potencias de actividad antitumoral (PAT) durante más 
tiempo, cosa que no ocumó con ACM2. Las causas de las diferencias en la caída de la 
producción pueden ser debidas al agotamiento de los niveles de almidón en el medio, y a 
que las cantidades de fuentes proteicas eran muy similares entre los dos microorganismos, 
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sin descartar posibles efectos inhibitorios de la regulación de la biosíntesis causados por 
niveles altos fosfatos (De Witt et a l ,  1989). 
Para conocer las interrelaciones entre nutrientes se realizó un estudio de correlación 
múltiple mediante un diseño central compuesto de Box-Wilson, también llamado Box- 
Behnker (Greasham e Inamine, 1986). Para facilitar los cálculos, se eligen cinco 
concentraciones diferentes de cada variable con efecto sobre la producción y estas 
concentraciones se codifican como se muestra en las Tablas 5.15 y 5.20. Con este método, 
se pretendió predecir cómo van a variar las producciones dentro de los rangos, de 
concentraciones estudiadas, así como estudiar las relaciones entre una, dos o tres variables 
independientes. 
Para medir la variabilidad propia del método se realizaron siete réplicas del punto central 
(Tabla 5.16 y 5.21, medios 26 a 31). Una vez obtenidos los resultados, éstos se ajustaron a 
diferentes funciones como se especifica en resultados. En las dos cepas, se obtuvieron los 
mejores parámetros de ajuste (mejores coeficientes d e  Fisher (regresión / desviación)) al 
ajustar los datos a una función del tipo "efecto lineal + binaria+ temaria + -cuadrática". El 
índice de correlación múltiple (R) fue alto en ambos casos (0.77 para MLl y 0.83 para 
ACM2). 
De las tablas 5.18 y 5.23 se dedujo la respuesta sobre producción que tenían las posibles 
combinaciones de nutrientes. En ML1, tal y como se discutió por la interpretación de 
Plackett y Burman, el almidón (3.61 x10") y la levadura (7.36 x10") mostraron efectos 
positivos en sus coeficientes lineales, siendo negativos para peptona (-6.86 x10") y fosfatos 
(-4.82 xl0-'). Las relaciones binarias entre almidón + levadura (9.29 x10") y almidón + 
peptona (10.34 xl0-') fueron positivas, siendo negativas (-5.40 x10-'2) en peptona + 
fosfatos. Cuando se analizan tres variables, mostraron efectos negativos todas las que 
contengan fosfatos y sólo fue positiva la ínterrelación entre almidón + peptona + levadura. 
El análisis de las relaciones cuadráticas (x') mostró que de manera general se produce una 
disminución de la producción conforme nos alejamos del punto medio de concentraciones 
ensayadas. A la vista de ello, cabe deducir que la selección de los valores en el punto 
central ha sido adecuada. 
En ACM2, los coeficientes lineales fueron en general, bajos, destacando el efecto negativo 
del carbonato (-3.32 x10") sobre la producción. Los coeficientes binarios fueron positivos 
entre las interacciones glucosa + levadura (5.26 x ~ o - ~ ) ,  peptona + levadura (6~71 x lo2) y 
glucosa + levadura (1.34 x10") y negativos en todos los que acompañen al incremento del 
carbonato (lo cual coincide con el valor de t de Student en Plackett y Burman). Las 
relaciones ternarias son ya difíciles de analizar y se incluyeron no ya para un mejor 
entendimiento del proceso sino para un más preciso ajuste de la curva, con lo que se 
mejoraría el poder predictívo de la función. No se dieron valores altos de coeficientes 
cuadrátícos, lo que podría indicar que en este caso no habría grandes aumentos de la 
producción conforme nos alejamos del punto central, el cual no está cerca de los valores 
óptimos en el rango ensayado. 
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A continuación se calcularon los valores de producción predichos por la función de ajuste 
polinomial y se compararon con los reales obtenidos (Tabla 5.19). Para ML1 se obtuvieron 
unas coincidencias óptimas cuando los valores codificados de peptona son inferiores a los 
fijados como en el punto central (codificaciones -1 y -2), pero al formular el medio con 
codificación O ó +1 el tanto por ciento de coincidencia decae, siendo los peores valores 
(>lo0 y 80% de diferencia) cuando ésta se encuentra en +2. Todo ello era predecible al 
calcular como -6.86 x10" el coeficiente lineal para peptona. Los fosfatos también 
mostraron similar acción, aunque menos acentuada. Las respuestas más bajas (menor 
producción) se dieron cuanto más bajos eran los valores de levadura (-2) en la muestra 21 
y almidón (-2) en la muestra 17. 
Los valores deducidos de la Tabla 5.24 para ACM2 no aparecen tan claros. Las diferencias 
entre los valores esperados y los obtenidos son mayores, así como las diferencias entre los 
puntos centrales. Esto indica la existencia de otros factores que influirían en la producción 
y que no han sido tenidos en cuenta en la función de ajuste. 
A la vista de todo ello, cabe deducir que ambas cepas presentan diferentes 
comportamientos, siendo Micromonospora sp. MLI, además de mejor productora, la que 
más se asemeja a los parámetros estándar de regulación de la síntesis de metabolitos 
secundarios (DeWitt et al., 1989; Calam, 1987), donde glucosa y altos niveles de fosfatos 
suelen ser inhibidores de producción y los almidones aportan la fuente de carbono a largo 
plazo. No se puede hablar en este caso de diferencias entre cepas, ya que la constitución de 
medios en ambas cepas fue díferente. 
6.4.- EFECTO DE ADICIONES EX~GENAS SOBRE LA POTENCIA DE LA 
ACTIVIDAD ANTITUMORAL EN CEPAS PRODUCTORAS DE 
TIOCORALINAS 
En la Tabla 5.26 se muestra el resultado obtenido tras la adición a una concentración de 2.5 
mh4, de siete ácidos quinoxalinicos y quinolín carboxílicos a las 48 h de crecimiento sobre 
caldos de MLl. En cuatro casos, se produjo una reducción del 70% de la potencia de 
actividad antitumoral referida a una muestra control (sin adición), aumentando las ICjo de 
2.5 pg/ml a valores entre 7.5 a 10 pg/ml. 
Estos resultado están en concordancia con los obtenidos por Gauvreau y Waring en 1984, 
donde realizaron uria adición similar con Streplonlyces echinatzls, productor de 
equinomicina. En este organismo se detectó una inhibición de la actividad antimicrobiana 
de los extractos en el 35% de los reactivos añadidos, mientras que mejoró el rendimiento 
en 5 de los 36 adicionados y el resto no produjo variaciones en la actividad. 
Para profundizar en el estudio del efecto de la adición de grupos análogos al grupo 
cromóforo presente en la estructura de tiocoralina (ácido 3-hidroxiquínolin-2-carboxílico), 
se seleccionaron los grupos cromóforos comerciales ANA-1 y ANA-2 (ácidos 4- 
hidroxiquinolín-2-carboxílíco y 3-hídroxi-2-quinolíncarboxílíco), demostrando a todas las 
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concentraciones empleadas, un retardo en .la aparición de  actividad antitumoral -(Gráficos 
5.9 a 5.12), aunque en las muestrastomadas a 192 h, superaban en actividad al control. Este 
resultado podría explicar la alta tasa de inhibiciones encontradas con la experimentación 
anterior, generalizando que el retardo en aparición de actividad antitumoral en caldo podría 
ser un hecho casi general en las cepas productoras de tiocoralinas. 
Aunque el objetivo perseguido fue la detección de mejoras en las valoraciones de actividad 
antitumoral de los extractos obtenidos, no se tuvieron indicios de biosíntesis de derivados 
con diferente selectividad frente a las líneas tumorales empleadas, ni se detectaron nuevos 
productos con absorción a 360 nm que mostraran inhibición frente a Baciilus subtilis. La 
búsqueda de derivados de tiocoralinas que asimilen los gmpos cromóforos exógenos 
necesitaría de una metodología más precisa, acoplada a análisis por HPLC, tal y como 
describieron Gauweau y Waring en 1984. 
Las adiciones de aminoácídos (L-cisteína, L-glicina, L-tirosina y Ltnptófano) se realizaron 
empleando la misma metodología que el caso anterior. Se añadieron en cantidad suficiente 
para alcanzar unas concentraciones finales de 0.25 mh.5 2 mM y 5 mM, de cada uno, a las 
48 h de crecimiento para que no interfiriesen en el normal crecimiento previo a la 
biosíntesis de metabolitos secundarios. El medio seleccionado fue MB para que tanto MLl 
como ACM2 tuvieran semejantes potencias de actividad. Dicho medio de cultivo (ver 
Materiales) estuvo compuesto por glucosa como única fuente carbohidratada y con extracto 
de malta y levadura como fuentes proteicas, condiciones apriori óptimas para ACM2. 
Los aminoácidos integrantes en la estructura de las tiocoralinas, glicina y cisteína, 
coinciden en su biosintesis, al proceder de la ruta 3-fosfoglicerato a serina y de ésta, por 
incorporación de &S a cisteína o por pérdida del formaldehído a glicina. Al ser añadidos al 
medio, se presentaron diferentes respuestas (Gráficas 5.13, 5.14, 5.19 y 5.20). La 
aportación de 0.25 mM de glicina al medio, no afectó a la producción. Sin embargo, al 
añadir glicina 2 mM, la actividad antitumoral aumentó considerablemente frente a P388, 
mejorando la ICso en más de tres veces en cada una de las cepas (Anexo 3). 
S e  apreciaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas con el aporte de cisteina 
exógena, inhibiendo fuertemente la producción a 72 h, diferencias que fueron 
incrementándose posteriormente, siendo éste hecho más destacado en ACM2, donde todas 
las concentraciones empleadas fueron estimulantes de la actividad en los posteriores 
muestreos (a 144 h y a 192 h). 
Este hecho diferencial refuerza la teoría de la diferente regulación de la biosíntesis de un 
mismo antibiótíco en dos mícroorganismos próximos taxonómicamente (Anexo 1). 
Sin embargo, los dos microorganismos mostraron similar comportamiento al añadir al 
medio tirosina y triptófano. En este caso se produjo una clara disminución en las 
actividades registradas en cualquiera de las concentraciones empleadas y aunque a 96 h, la 
cepa MLl no acentuó esta inhibíción en la producción, la falta de actividad fue -casi 
absoluta posteriormente (Gráficas 5.15 y 5.16). Los resultados obtenidos al adicionar 
triptófano fueron opuestos, aunque corresponderían a un aumento de masa con una 
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consiguiente disminución en la actividad específica del extracto sin que por otra parte haya 
una disminución sensible en la actividad total del caldo de fermentación (Anexo 3). 
En el trabajo realizado por Arai y colaboradores (1980) se dieron las mismas 
circunstancias, donde la tirosina inhibió la biosíntesis de saframicinas y se estimuló con la 
adición de triptófano. Por estudios realizados con aminoácidos marcados radioactivamente, 
estos autores determinaron que la tirosina se incorporaba directamente a la estructura del 
compuesto y que dicha regulación se debía a procesos de retroalimentación; es decir, a la 
inhibición de la biosíntesis al detectar una acumulación de sustratos. Aunque las 
saframicinas y tiocoralinas sólo presentan en común el ser antibióticos producidos por 
actinomicetos como metabolitos secundarios, sin ningún tipo de relación estructural, los 
datos obtenidos sugieren que podría estar ocumendo algún tipo de regulación de la 
biosíntesis parecido. Futuros estudios de incorporación de aminoácidos radioactivos a la 
molécula podrían aclarar dicho punto. La biosíntesis de los grupos cromóforos podría estar 
regulada por alguno de estos dos aminoácidos, que comparten la ruta del ácido shikímico, 
aunque luego divergen en tirosina y fenilalanina por un lado y tirosina por otro (Staíner el 
al., 1981). 
Fruto de este trabajo ha sido el obtener, además de la tiocoralina A (TA), ya descrita 
previamente, otros compuestos muy relacionados. Su aislamiento se debió a la 
comprobación de la existencia de otros compuestos, más polares, con fuerte absorción a 
360 nm y que producían efectos antimicrobianos y antitumorales. 
La dificultad general en la puríficación de las tiocoralinas estriba en la baja solubilídad 
mostrada, la fuerte retención en placas de silicagel que presentan al interaccionar con la 
sílice y la gran semejanza estructural que complica cualquier técnica de separación. 
La estructura de la tiocoralina B (TB) fue elucidada a partir de los datos obtenidos por 
RMN y masas, comparándolos con las asignaciones conocidas de la TA. Se trata de una 
estructura idéntica salvo que no presenta puente disulfuro, sino formación de -SH HS-. 
La elucidación estructural completa de la tiocoralina C se tuvo que realizar por la 
acetilación del compuesto, purificándose el derivado TCa, ya que facilitó el análisis de las 
señales de resonancia (espectros de 'H y "C RMN en Anexos 4.2 y 5.2). Se confirmó que 
realmente correspondía a la estructura del BE-22179 (Okcda et al., 1994). 
La tiocoralína E (TE), con peso molecular de 1.062 se trata de una tiocoralina cuyas 
características estructurales difieren de todas las anteriores. La elucidación de su estructura 
podna suponer el descubrimiento de un nuevo compuesto antitumoral. 
Los resultados obtenidos en el comportamiento antimicrobiano fueron, en general muy 
inferiores al encontrado con la equinomicina, excepto la gran actividad de TC frente a 
Sfaphylocctis auretis. La difusión sobre agar de las tiocoralinas fue muy pobre, de hecho 
sólo se han registrado 6 mm de diferencia entre los halos medídos entre concentraciones de 
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20 pgldisco a 0.005 pgldisco. La TC presenta, en las condiciones experimentales 
realizadas, mejor actividad que TA, siendo todas las tiocoralinas inactivas fiente a Gram 
negativos. 
De la Tabla 1.2 de la Introducción, se deduce que influyen más en la acción antimicrobiana 
el esqueleto polipeptidico que el tipo de grupo cromóforo en este tipo de compuestos. Entre 
la equinomicina y la tnostina A, cuya única diferencia estriba en el poseer el puente 
disulfüro (triostin A), existe diferente actividad antimicrobiana. La sustitución de los 
grupos quinoxalinicos por quinolínicos en la triostina A, también alteró la MIC frente a 
Gram positivos, pero no ocumó lo mismo con E.coli, tal vez debido a diferencias de 
permeabilidad de la membrana externa (Cornish et al., 1983). 
Por otro lado, la pérdida de grupos S-metilos y del enlace disulfuro afectan 
significativamente a la actividad antimicrobiana, posiblemente por diferente permeabilidad 
en membrana, o por diferente conformación en medio acuoso (Alfrehon ei al., 1981). 
El perfil de actividades antitumorales in vifro, reflejado en la tabla 5.31 de Resultados, 
muestra la gran diferencia existente entre la equinomicina y las tiocoralinas. La primera, 
muy activa frente a la Iínea de melanoma humano (MEL28), con ICso de 0.18 nM, presenta 
una clara selectividad, ya que las actividades encontradas en líneas de adenocarcinomas de 
pulmón y cólon son 2,s veces inferiores (0.45 nM), y del orden de 10 veces menos activa 
frente a leucemia de ratón y Iínea inmortalizada de células no tumorales empleada como 
control de toxicidad. Las tiocoralinas A y C presentan básicamente el mismo perfil, donde 
no hay diferencias significativas de actividad antitumoral entre las líneas tumorales 
empleadas (ICJO 1.7 a 1.9 nM). Sin embargo, se pueden considerar cinco veces menos 
tóxicas (ICso 9 nM). 
Las características reales de selectividad deben ser consideradas por las relacciones 
existentes entre las actividades en cada Iínea celular tumoral y con la línea no tumoral. En 
la Tabla 6.1 se muestran los índices calculados en cada caso. 
Tabla 6.1.- Relación entre actividades fun~orales y foxicidad "in vifro" 
6.6.- ESTUDIOS DE UNIÓN DE TIOCORALINAS AL PLÁSMIDO pBR322 
Uno de los efectos detectados por la bis-intercalación de los compuestos quinoxalínicos y 
quinolínicos es la alteración de la movilidad electroforética del complejo DNA - 
compuesto. Esta alteración ha sido descrita para la sandramicina (Boger et al.. 1996), 
MEL28ltoxicidad 
O. 1 
0.2 
.0.25 
0.2 
0.25 
equinomicina 
T A 
TB 
TC 
TE 
A549ltoxicidad 
0.25 
0.2 
0.25 
0.2 
0.25 
P388ltoxicidad 
1 
0.2 
0.5 
0.2 
0.2 
HT29ltoxicidad 
0.25 
0.2 
0.25 
0.2 
0.25 
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luzopeptinas (Fox et al., 1988) y el compuesto UK-63052 (Fox, 1990). Sin embargo, no 
estaba tan claro en el caso de la equinomicina, donde se disociaba del plásmido en el 
transcurso de la electroforesis (Fox, 1990), 
Al cumplir las tiocoralinas todos las características propias de esa familia de compuestos 
(ver 1.3 en Introducción), cabría esperar que ocurriera dicha diferencia de movilidad 
En la Figura 5.2 se puede ver esta alteración, observándose retardos de movilidad 
electroforética del plásmido en contacto con tiocoralina A y equinomicina a partir de 0.9 
pM. Lo mismo puede aplicarse a TE3 (Fig. 5.5, calles 13 y 14) y en los casos de TC y TB, 
aunque los casos pertenecientes a éstas últimas no se muestran en este trabajo. 
Para conocer si existió una ruptura del DNA, si el efecto de unión se debió a enlaces 
covalentes y conocer la fuerza de unión, se diseñaron los siguientes experimentos: 
Después de dejar incubar el plásmido pBR322 (0.15pg) con diferentes concentraciones 
de TA y equinomicina a 37OC durante 30 min., se realizó la electroforesis, en presencia 
de bromuro de etidio (BrEt), agente fuertemente intercalante del DNA. Los resultados 
demostraron que el plásmido recuperó totalmente la movilidad, por lo que se 
descartaron posibles rupturas del plásmido y el BrEt podría haber desplazado los 
compuestos bis-intercalados, de lo que podría deducirse que el mecanismo de unión de 
estos compuestos era no covalente y la constante de unión al ADN menor que la del 
bromuro de etidio. 
e Para confirmar dicha hipótesis, se realizó la incubación de nuevo, en las mismas 
condiciones, pero después de dicha incubación, se realizó la extracción del plásmido 
con fenol-cloroformo (tal y como se detalla en Métodos). En caso de una unión no 
covalente de la tiocoralina al DNA, dicho compuesto se disolvería en la fase orgánica 
dejando libre el plásmido. Al visualizar el plásmido tras la electroforesis, realizada sin 
BrEt, bajo luz UV de 254 nm @ig. 5.4) se comprobó que el plásmido había recuperado 
la movilidad exactamente igual que el control (plásmido sin preincubar con tiocoralina). 
6.7.- EFECTO DE BIS-INTERCALACI~N SOBRE LA ACTIVIDAD DE 
TOPOISOMERASA 11 
Okada describió en 1994 al compuesto BE-22179 como inhibidor de la topoisomerasa 11, 
hecho que demostró Yoshinari en el mismo año. Pero las dos publicaciones dejaron claro 
que su compuesto (ídentico a TC por 'H RMN y descripción cromatográfica) no era 
ínhibidor de la topoisomerasa 1 ni la topoisomerasa 11. 
La actividad enzimática de la topoisomerasa 11 se basa en la ruptura las dos cadenas de 
DNA allí donde se produce tensión por superenrrollamiento, uniéndolas posteriormente, 
después de actuación de girasas, provocando la relajación (Lock y Ross, 1987). El N C I  
define a los compuestos cuyo mecanismo de acción se basa en el impedimiento de unión de 
las dos cadenas una vez que han sido cortadas (Foye, 1995) como inhibidores de 
topoisomerasa 11 DNA-cleveage. Subdividiéndolos a su vez en intercalantes. como la 
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actinomicina D, la doxorubicina y la daunorubicina y no intercalantes como el etopósido 
VP-16. 
La reacción de relajación llevada a cabo por la topoisomerasa 11, se traduce en la aparición 
de bandas de relajación del plásmido pBR322 superemollado, con desaparición de la 
banda original y aparición de .otras bandas de menor movilidad. En el caso de las 
tiocoralinas y la equinomicina, no se pudo comprobar la aparición de bandas de relajación 
al incubar la topoisomerasa 11 conjuntamente con el plásmido y los citados compuestos, ya 
que la movilidad electroforética del complejo es distinta tanto al del plásmido 
superemollado como a la del plásmido relajado (Figura 5.5). Por lo tanto, el ensayo de 
actividad inhibidora de la toposisomerasa 11 mediante alteraciones de movilidad 
electroforética no es adecuado en el caso de ensayar compuestos que per se alteren la 
movilidad electroforética del plásmido superemollado. Como control, se usó la aplidina, 
compuesto que no altera la movilidad electroforética del plásmido superemollado en el  que 
sí se apreció la aparición de las bandas de relajación producidas por la topoisomerasa 11. 
Para comprobar si la bis-intercalación de equinomicina y tiocoralina A bloquaba la 
actividad catalítica de la enzima, se llevó a cabo la extracción del plásmido después de 
haber sido incubado en presencia de los compuestos y de la enzima, realizándose la 
electroforesis en ausencia de BrEt. El resultado de dicho ensayo queda patente en Figura 
5.6 en la que se puede apreciar la inhibición de la acción de la enzima con la equinomicina 
y la tiocoralina A. Ambos antibióticos no alteraron la actividad enzimática a 
concentraciones iguales o inferiores a 0.09 pM (calles 5 y 8). Se repitió la misma 
experimentación con topoisomerasa 11 humana, obteniéndose exactamente los mismos 
resultados. 
6.9.- COMPARACIONES GENERALES ENTRE TlOCORALlNA A Y 
EQUlNOMlClNA 
Como resumen, ambos compuestos presentaron una serie de características comunes: 
Están producidos por actinomicetos. 
Su estructura se compone de un ciclo de ocho aminoácidos, con dos grupos cromóforos 
en los extremos. 
Presentan efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas. 
Son agentes antitumorales, destacando sus efectos NI vivo frente a líneas kelulares' de 
leucemia de ratón P388 y melanoma B16. 
Provocan por igual retardo en la migración electroforética del plásmido pBR322. 
Inhiben la acción catalitica de la topoisomerasa 11 en concentraciones cercanas a 1pM. 
Las diferencias encontradas pueden ser resumidas en los siguientes puntos: 
Presentan diferentes secuencias peptídicas. La tiocoralina A presenta un puente 
disulfuro intercatenarío, mientras que la equinomicina presenta un puente tioacetal. 
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e Los grupos cromóforos de la equinomicina son ácidos quinoxalínicos, mientras que en 
tiocoralinas son derivados del ácido quinolínico, con un grupo hidroxilo en posición 3 
(ácido quináldico). 
e La equinomicina es mejor agente antimicrobiano que la tiocoralina A. 
La selectividad de acción antitumoral in vitro es muy diferente. Mientras que TA 
presentó las mismas ICso en todas las líneas, la equinomicna mostró preferencias sobre 
MEL28, siendo menos activa frente a células P388. 
La equinomicina es cinco veces más tóxica in vitro (ICso 1.82 nM frente a 8.65 nM en 
TA). 
Afectan de manera diferente a la síntesis del DNA y del RNA. La equinomicina inhibe 
doscientas veces más la sínteis de RNA que la del DNA, la TA inhibe cincuenta veces 
más la síntesis de RNA que la del DNA, mientras que la TC sólo inhibe cinco veces 
más la síntesis del RNA que la del DNA. 
De estos datos se desprende que la secuencia de los amínoácidos (Lee y Waring, 1978), 
junto Con la longitud del compuesto (10.2 A en equinomicina, desconocido en TA) y las 
sustituciones de los grupos cromóforos (Fox, 1990) (hidroxilo en posición 3 del ácido 
quinolinico en TA y ninguna en el ácido quinoxalínico de la equinomicina) determinarían 
las secuencias nucleotídicas de reconocimiento. 
7.- CONCLUSIONES 
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Las conclusiones que se derivan de esta tesis se resumen en los siguientes puntos: 
1. Las tiocoralinas deben ser incluidas dentro del grupo de antibióticos quinoxalínicos 
y quinolínicos por sus características comunes. 
2. La ruta biosintética para la producción de la tiocoralina y de antibióticos 
quinoxalínicos se encuentra presente en mícroorganismos pertenecientes a diferentes 
especies y familias dentro de la familia Actínomicetaceae, no encontrándose por 
tanto restringidos a una misma especie bacteriana. 
3. La regulación de la producción por fermentación de las tiocoralinas es distinta 
dependiendo del organismo productor. Diferencias fundamentales estriban en el 
efecto del fosfato y de la glucosa, conocidos reguladores de la producción de 
metabolitos secundarios sobre cada una de las dos especies productoras de 
tiocoralinas. 
4. Se han aislado compuestos muy similares a la tiocoralina A aunque muy 
minoritarios. La tiocoralina B presenta una ruptura del puente disulfuro que le 
confiere menor actividad antimicrobiana y antitumoral. La tiocoralina C, con posible 
pérdida de los grupos S-metilos, fue mejor agente antimicrobiano frente a Gram 
positivos aunque mostró el mismo perfil antitumoral in viíro que la tiocoralina A. 
5. La unión de tiocoralina A y equinomicina al plásmido pBR322, parece realizarse 
por procesos de bis-intercalación. Esta unión es no covalente y no produce rupturas 
en el plásmido. 
6 .  En las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, tanto la tiocoralina A 
como la equinomicina impidieron la actividad catalítica de la topoisomerasa II a 
concentraciones superiores a 0.9 pM. 
7. Existen claras diferencias entre equinomicina y tiocoralina A. Aunque la tiocoralina 
A presenta una menor selectividad in vitro frente a diferentes líneas celulares 
tumorales, su menor toxicidad nos hace considerarle un buen candidato para futuros 
ensayos clínicos. 
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ANEXOS 
Anexo I Dendograma de las cepas productoras de tiocoralinas 
Iien<io~rama realizado mediante el metodo UPGA con los datos de esteres nietilico~ de 
luz  ácidos grasos de cepas las productoras de tiocoralinas (MLI y ACMZ) v cepas 
de las distintas faniilias de aciinomicetos (I;splrego. 1996) 
Anexo 2 Mavfalnces empleadas en optimización unidireccional 
Series de matrices empleadas en Respuesta de Superficies: Optimización por el método 
unidireccional de Hendrix de las cepas Micromonospora qs. MLl y ACM2 
CEPA ML1 
Tabla 1.- Matriz utilizada en Plackeii y B u m  
Glu Alm Lev Mal 
1 30 40 10 10 
2 30 40 10 1 
3 30 40 1 10 
4 30 4 10 1 
5 3 40 1 10 
6 30 4 10 10 
7 3 40 10 1 
Pep &PO4 Caco3 
1 1 0.5 
10 o. 1 5 
1 1 5 
10 1 0.5 
10 0 . 1  0.5 
1 o. 1 5 
1 1 0.5 
PAT 
0.35 
1.56 
0.22 
0.46 
0.23 
0.27 
0.56 
Todos los valores en g//. X' : Medias aritméticas de cada varioble2: niedia PAT de los 6 Deores valores. 
Glu (Glucosa) Aln~ (Almidón) Lev (Levaduro) Mol (Extracto de malto) Pep (Peptono) 
' 
Reformular : 9x17 : 11x18 : 12x19 : 13x20 : 14x21 : 16x22 
Tabla 2.- Matriz del primer desacarte 
Glu Alm Lev Mal Pep HK2P04 Caco3 PAT 
1 30 40 10 10 1 1 0.5 0.39 
22 31.8 42.4 10.6 10.6 10.6 1.06 5.3 0.73 
X1 20.1 31.6 7.9 5.5 5.5 0.43 2.75 0.148' 
Todos los valores en g//. X' : Medias aritniéticas de cada vorioble2: niedia PAT de los 6 peores valores. 
Glu (Glucosa) Alni (Alniidón) Lev (Levadura) Mal (Extracto de nialto) Pep (Peptono) 
Reformular: 3x23: 5x24: 7x25: 10x26: 18x27: 21x28 
Anexo 2 Matriees empleadas en optimizaci6n unidireccional 
Tabla 3.- Mairíz del segundo descarte 
1 Glu Alm Lev Mal Peo HK2P04 caco3 PAT 1 
20 31.8 42.4 10.6 0.4 0.4 0.04 0.2 0.77 <> ., .**, < ?%-**=. ..%\~.--$~.-x,"-~T~~~%, y
"":<~&$~&&$g~&,.sE~$@@&:g&~~&@:~g$g~~g~@~@gg~~:~~~~gg"o&~&y2 
15 3 40 10 10 10 O. 1 5 0.98 
." " ">.~" hx*. :& N "wil.,ilil.il,. h".+x~ j'.div>Y" "'b'l .ii;m,&y %..,?-.-..?.*.*v~.~~ ~By>**>%w*Ya...,,.>r ,.m>>-T<... 
~ ~ $ $ ~ ~ E ~ ~ > ~ ~ & d ~ K ~ ~ & ~ ~ & o f : ~ i ~ ~ , I ~ & ~ ~ ~ ~ ~ & ~ ~ ~ $ ~ ~ ~ & ~ $ & i @ @ s a ~ ~ ~ & $ ~ ~ ~ ~ ~ & ~ ~ ~ & ~ ~ ~ ~  
X' 19.5 35.9 10.4 5.5 7.7 0.35 3.76 0.163' 
Todos los valores en n/l. X' : Medias aritniélicas de cada varioble2: nredia PAT de los 6 peores valores. 
- 
Glu ( ~ l u ~ o s a )  ~ l n r  (Afriddn) Lev (Levadura) Mal (Extracto de malta) Pep (Peptono) 
Reformular: 4~29: 8x30: 26x31: 27x32: 28x33: 22x34 
Tabla 4.- Matriz del tercer descarte 
Todos los valores en g//. X : Medios oril~iréticas de cada varioble : niedia PAT de los 6peores  alor ore s. 
Glu (Glucosa) AInr (Alnridbn) Lev (Levadura) Mal (Exracro de ntalto) Pep (Peplona) 
Reformular 1x35: 23x36: 25x37: 17x38: 32x39: 29x40 
Anexo 2 Matrices empleadas en optimización unidireccional 
Tabla 5.- Matriz del niarto descarte 
Todos los valores en g/¡. X' : Medias arifniéticas de cada variable2: media PAT de los 6peores valores. 
Glu (Glucosa) AIni (Alniidón) Lev (Levadura) Mal (j-xtracto de nialta) Pep (Peptona) 
Cepa ACM2 
Tabla]: Misma matriz que Plackett y Buman 
Glu Alm Lev Mal 
1 30 40 10 10 
2 30 40 10 1 
3 30 40 1 10 
4 30 4 10 1 
5 3 40 1 10 
6 30 4 10 1 O 
7 3 40 10 1 
8 30 40 1 1 
Pep HK2P04 Caco3 PAT 
1 1 0.5 0.139 
10 0.1 5 0.3 10 
1 1 5 0.095 
10 1 0.5 0.413 
10 0.1 0.5 0.134 
1 o. 1 5 0.121 
1 1 0.5 0.144 
10 0.1 0.5 0.133 
1 X' 16.5 22 5.5 5.5 5.5 0.55 2.75 0.028 
Todos los valares en g//. X' : Medias a ~ h é t i c a s  de cada variable2: media PAT de los 6peores i70lores. I 
Glu (Glucosa) Alni I/llnzidbn) Lev (Levadura) Mal (Extracto de nialta) Pep (Peptona) 
Anexo 2 Matrices empleadas en optimizaci6n unídireccional 
Tabla 2.- Matriz del primer descarte. 
Glu Alm Lev Mal Pep H&PO, Caco3 PAT 
1 30 40 10 10 1 1 0.5 1 0.126 
Todos los valores en g/l. X' : Medias aritméticos de cado i~arioble2: niedio PATde los 6peores i~a[ores. 
Glu (Glucosa) AInr (Almidón) Lev (Levaduraj Mal (Extracto de nialiaj Pep @eptonaj 
Reformulac 3x23: 5x24: 9x25: 19x26: 13x27: 22x28 
Tabla 3.- Matnz del segundo descarte 
Glu Alm Lev Mal Pep %*PO4 Caco3 PAT 
1 30 40 10 10 1 1 0.5 1 0.112 
Glu (Glucosaj Alm @bidón) Lev (Levaduroj Mal @iracto de nnaltaj Pep (7nepfona) ' 
Reformular: 24x29: 7x30: 17x31: 20x32: 21x33: 28x34 
Anexo 2 Matrices empleadas en optimización unidireccíonal 
1 X' 132.1 1 24 1 8.1 1 5.6 1 8.9 1 0.50 1 1.97 1 0.037 
Todos los valores en g//. x1 : Medias oritniiticos de coda variable2: niedio PAT de los 6 peores valores. 
Tabla4: Mauiz del tercer descme. 
Glu Alm Lev Mal Pep M804 Caco3 PAT 
Glu (Glucosa) Alnr (Alnifdón) Lev (Zevadura) Mal (irxtracto de malta) Pep (Peptona) 
1 30 40 10 10 1 1 0.5 0.091 
Todos los valores en g//. X1 : Medias ariti~réticas de cada i~ariable2: nredia PAT de los 6 peores valores, 
Glu (Glucosa) Alnr (Alnridón) Lev (Levadura) Mal (Exracto de nialta) Pep (Peptona) 
Tablas: Matriz del cuaito descarte. 
Glu Alm Lev Mal Pep HKzPO4 Caco3 PAT 
1 30 40 10 10 1 1 0.5 
2 30 40 10 1 10 O. 1 5 
23 16.56 11.84 10.6 2.96 10.6 0.04 O 
4 30 4 10 1 10 1 0.5 
35 57.7 14 15 6.2 6.2 1.07 4.2 
6 30 4 10 10 1 O. 1 5 
0.220 
0.098 
0.194 
0.099 
0.214 
0.100 
Anexo 3 Efecto de adiciones: tablas de resultados. 
Resultados completos obtenidos en adiciones de grupos análogos (ANA-1 y ANA- 
2) sobre caldos de Micromonospora sp. MLl y Micromonospora sp. ACM2 
MLl 
REE HORAS mgA1 Icso 
CONTROL 72 80 4.3 
96 110 2 
'C 144 90 2 
192 145 8.4 -~ - 
72 135 
" 
96 105 
C' 
144 120 
192 120 
5mM 
" 
72 105 
'C 
96 90 
" 
144 150 
192 245 
ANA-2 
0.25Mm 72 75 
" 
" 
96 100 
6' 
144 225 
192 170 
2mM 72 
" 
100 
'6 
96 130 
144 
'C 
130 
192 220 
5 mM 72 160 
96 580 
144 170 
192 170 
'mg exiracto/lifro medio. ICSO en ~ / n r l .  
PAT 
18.6 
- 
PAT 
14 
44 
22.9 
3.5 
Resultados completos obtenidos en adíciones de aminoácidos sobre caldos de 
Micromonospora sp. MLI y Micromonospora sp. ACM2 
Gglicina 
MLl ACM2 
0.25mM 96 105 1.9 55.2 105 2.6 40.4 
144 90 2 45 100 3.4 29.4 
192 80 14 5.7 90 21.5 4.2 
2mM 96 90 1.6 56.3 100 2.6 38.5 
" 144 85 0.8 106.3 90 1.2 75 
192 70 8.5 8.2 350 8.5 41.1 
5mM 96 115 2.7 42.6 85 6.5 13 
'S 144 75 10 7.5 100 6 16.7 
192 55 14 3.9 320 58 5.5 
'mg e m c t o  obtenido por litro de caldo. 'en pglml 
Anexo 3 Efecto de adiciona: tablas de resultados. 
Mirosina ~ - -  ..-- ~~ 
MLl ACM2 
0.25mM 96 125 2.3 54.3 120 8.5 14.1 
Ltriptófano 
ML1 ACM2 
REF HORAS Icm PAT 1cso PAT 
~ ~ ~ ~ ~ m @ ~ $ $ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ p ~ s ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ i ' & . i - d ~ ~ 2 8 s @ ~ ~ j ~ ; ~ I ' ~ m ~ I : m i ~ ; ~ s ~ , i ; : i ~  9 ~ a ~ x + ~ ; ~ 5 ~ ~ @ ~ ~ ; ~ ~ , - . ~ ~ 7 2 ~ ~ ~ ~ G . : , ~ ~ . ~ s ~ ~ 7 ~ 7 ~ ~ , ; . ~ ~ : ~ : ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ z ; ~ ; ~ $ ~ ~ $ ~ f l ; ; ? ~ : $ ~ ? ; ~ : 7 ~ , $ , ? ~ ~ ; ~ ~ ; $ : : ? ~ ~ : , ; , - ? ~ ~ ~ <  ;I(.;5*:-1X:?2 
;~~$;~~&$%7i$~. ,"~~~~~~$~y&z2A~$i :&$3s~*~+~~353j> i ; : ;~ . ,~224~~: :$~$$~5~;~~i ;2~~;~g4: .?~~9;$ i ; ;~3~~ 
; 2<$:;F;2,:,z *"Pz.:>;xpggNA~. sz& &.%*2x> - *A,' * >F,*.s>yr < ;>z;$%" .,,.,,. >*.~'.: .,>.+.. ~,~~~~;~;~~~;Po:..;..2~~?~~.:?%.2<:~~?~.~~.~~ 
. ~ ?d. .. ... A,&" ,<VV. l?, F.-.: ?! ~..x&g+4?y:*ym~:?, ,.,:,~L<.T,;>x! &$&$~m.~@W :zL!*@$9,:;s~:;:;$ggg$~ ;....,.,, .>..., r,r.4iiijj<..: ..<,.,+.\ ... BI:$c<E$&?~>:+c4S5?~<.; .... ,%a %>, ,, %.,.... é?:,. '. .. .. ....+, ...,. ,.,. A.:.:,...:.<~ .>,....>. 
0.25mM 96 115 2 57.5 495 8.4 58.9 
" 144 135 3 45 170 2.6 65.4 
192 535 24 22.3 160 6.3 25.4 
2 mM 96 145 2.4 60 160 2.1 76.2 
'e 144 170 3 57 630 7.5 84 
192 725 18 40.2 210 6.8 30.9 
5 mM 96 245 2.6 94.2 220 2.6 84.6 
144 350 4.5 77.8 280 3.3 84.8 
'C 192 265 3.5 75.7 700 11.4 61.4 
MLl ACM2 
0.25mM 72 105 7.4 14.2 190 16 11.9 
Anexo 4.1 Espectros 'H RMN 
TB 
'H RMN 
Esoectros 'H RMN de tiocoralinas A v  B en CDCI3. Variant 300 MHz 

Anexo 5.1 Espectros 13C RMN 
TA 
13c RMN 
Espectros "C RMN de tiocoralinas A v  B en CDCll. Variant 300 MHz 
Anexo 5.2 Espectros 13c RMN 
I 
TE 
"C RMN 
i 
p. Variant E00 MHz 
